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RESUMO

SANTOS, Beatriz Taynara Araujo. ESTUDO DA ATIVIDADE DOS EXTRATOS DE
PLANTAS E FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS DO CERRADO BRASILEIRO
EM LINHAGEM CELULAR DE FEOCROMOCITOMA. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de
Brasilia, 2014.

Introdugdo: Feocromocitomas sao tumores altamente vascularizados
derivados da medula adrenal. A maioria dos casos é benigna, mas formas malignas
ja foram descritas. A resseccao cirargica é a unica forma definitiva de cura para
tumores benignos, enquanto tumores malignos ainda ndo possuem tratamento
eficaz. Os sintomas da forma maligna usualmente sdo tratados com quimioterapia e
blogueadores adrenérgicos, mas Varios outros alvos terapéuticos estdo sendo
estudados recentemente. Grande parte dos medicamentos quimioterapicos
comercializados é obtida por semissintese de componentes quimicos de plantas e
fungos, e a biodiversidade brasileira pode auxiliar no desenvolvimento de novas
drogas para esta patologia. Objetivo: Investigar a atividade antitumoral de extratos
de plantas e fungos do Cerrado em linhagem celular de feocromocitoma. Métodos:
A PC-12 Adh foi adquirida do BCRJ (Banco de Células do Rio de Janeiro), e
cultivada em meio HAM-F12 suplementado com soro de cavalo, soro fetal bovino,
bicarbonato de sodio, 10% de penicilina/estreptomicina, encubada a 37°C e 5% de
CO,. Para os experimentos, as células foram plaqueadas na densidade de 5 x10°
células por poco em placas de 96 pocos, em triplicata. Apds 24 horas de incubacéo,
0 ensaio de citotoxicidade foi realizado com avaliacdo de 24 e 48 horas de
tratamento com concentragdes de 500 e 1000 pg/mL das fracbes dos extratos
(aquosa, etandlica e hexanica) dos 65 extratos obtidos de plantas e fungos do
Cerrado diluidos em meio de cultura. Os extratos que demonstraram atividade
citotoxica foram submetidos ao ensaio de curva dose-resposta em concentracdes
entre 125 e 2000 pg/mL. ApGs os tratamentos, a viabilidade celular foi mensurada
utiizando o método colorimetro MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,3-
difeniltetrazélio). Os experimentos foram realizados em trés analises independentes
e a atividade citotoxica foi comparada na linhagem celular ndo tumoral de

queratinécitos HaCat. Os dados foram analisados no GraphPad Prism 5® pelos



testes estatisticos one-way ANOVA com teste pds-hoc de Tukey para os ensaios de
citotoxicidade, e regressdo nédo-linear e determinacdo do ICs, para os ensaios de
dose-resposta. Os extratos que apresentaram atividade citotoxica similar ou inferior
na linhagem celular ndo tumoral foram submetidos aos ensaios de flavonoides,
polifendis totais e cromatografia de camada delgada para determinar e quantificar os
compostos quimicos. Resultados: Os extratos etandlicos da folha e do fruto da
Allamanda blanchetti ADC, e o extrato hexéanico da folha e sua fragéo
hexano:acetato de Etila do Erytroxylum subrotundum demonstraram atividade
inibitéria da viabilidade celular = 50%, efeito dose dependente, e toxicidade similar
ou inferior em HaCat. Os extratos de Allamanda blanchetti ADC e os extratos do
Erytroxylum subrotundum apresentaram flavonoides e terpenos, respectivamente.
Conclusao: Nesta triagem biolégica do Bioma Cerrado, 04 dos 65 extratos de
plantas e fungos demonstraram capacidade de controlar a proliferacdo celular do
Feocromocitoma in vitro. Esses achados sugerem que 0s compostos quimicos ativos
encontrados possuem atividade citotoxica, corroborando com estudos de

bioprospeccéao para o desenvolvimento de drogas antitumorais.

Palavras- Chave: Feocromocitoma; Cerrado; PC-12 Adh; Extrato; Planta; Fungo;

Ensaio de Selecdo de Medicamentos Antitumorais



ABSTRACT

SANTOS, Beatriz Taynara Aradjo.STUDY OF THE ACTIVITY FROM PLANTS AND
ISOLATED ENDOPHYTIC FUNGI EXTRACTS FROM BRAZILIAN SAVANNA IN
PHEOCHROMOCYTOMA CELL LINE. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, 2014.

Introduction: Pheochromocytomas are highly vascularized tumors arising
from adrenal medulla. The majority of cases are benign, but malignant forms have
been described. Surgical resection is the only definitive healing for benign tumors,
while malignant tumors still have no effective treatment. Symptoms from malignant
disease are usually managed with cytotoxic chemotherapy and adrenergic blockers,
but several new therapeutic targets have been studied recently. Most chemotherapy
commercialized drugs are obtained by semi-synthesis from chemical compounds of
plants and fungi, and Brazilian biodiversity could support on new drugs development
for this pathology. Aim: investigate antitumoral activity of extracts from Cerrado
plantas and fungi in pheochromocytoma cell line. Methods: The PC-12 Adh was
purchased from BCRJ (Banco de Células do Rio de Janeiro), and maintained in
HAM-F12 Medium supplemented with horse serum, fetal bovine serum, sodium
bicarbonate, 10% penicillin/streptomycin stored at 37°C and 5% CO,. For the
experiments, cells were seeded at a density of 5 x10® cell/well in 96-well plates, in
triplicate. After 24h of incubation, cytotoxicity assay was performed after 24h and 48h
of exposition to 500 and 1000ug/mL of each fraction (aqueous, ethanolic and
hexanic) of 65 extracts obtained from Cerrado plants and fungi diluted in cell culture
medium. The extracts that demonstrated cytotoxic activity were submitted to a dose
response curve assay with concentrations varying from 125 to 2000ug/mL. After
treatment, cell viability was measured using MTT (3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) colorimetric assay. Experiments were performed on
three independent analysis and the cytotoxic activity were compared in non tumoral
keratinocytes cell line Hacat. Data were analyzed on GraphPad Prism 5® by one-
way ANOVA with Tukey pos-hoc test for cytotoxicity assays, and non-linear
regression and ICsp determination. The extracts that presented similar or lower
cytotoxic activity in non tumoral cell line were submitted to flavonoids, total

polyphenols and thin layer chromatography to determine and quantify chemical



compounds. Results: The ethanolics extracts of leaf and fruit from Allamanda
blanchetti ADC, and hexanic extract and its Hexane:Ethyl Acetate of leaf from
Erytroxylum subrotundum demonstrated a inhibitory activity of cell viability = 50% on
cytotoxicity assays, dose response effect, similar or lower cytotoxic activity on Hacat.
The Allamanda blanchetti ADC extracts presented flavonoids and Erytroxylum
subrotundum extracts terpenes. Conclusion: On this biological trial of Cerrado
Biome, 04 of 65 plant and fungi extracts demonstrated the ability to control
pheochromocytoma cell line proliferation. These findings suggest the presence of
active chemical compounds with cytotoxic activity, corroborating bioprospecting

studies for the development of new antitumoral drugs.

Key-words: Pheochromocytoma; Brazilian Savanna; PC-12 Adh; Extract; Plants;

Fungi; Antitumor Drug Screening Assay.
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1.  INTRODUGCAO E REVISAO DA LITERATURA
1.1. GLANDULA ADRENAL

As adrenais sdo glandulas também conhecidas como suprarrenais, cujo
tamanho é dependente da idade e das condicdes fisioldgicas do individuo, medindo
aproximadamente 05 centimetros em adultos. As adrenais sdo encapsuladas e
podem ser histologicamente dividas em cértex e medula, os quais podem ser
considerados orgaos distintos, com origem embriolégica diferente e apenas unidos
topograficamente. O cortex surge do epitélio celomatico, sendo, portanto,
mesodérmico, enquanto a medula se origina de células da crista neural, ou seja,

origem neuroectodérmica (Junqueira, 2004).

O cortex adrenal € originado de células mesodérmicas e é identificavel como
um oOrgao singular a partir do segundo més de vida intrauterina. Neste periodo, o
cortex é composto de uma zona fetal e uma zona definitiva, a qual é similar ao
cortex adrenal adulto (Greenspan e Gardner, 2001). Histologicamente, o cértex em
adultos € composto pelas zona glomerulosa, zona fasciculada e zona reticular, que
secretam, respectivamente, mineralocorticoides (aldosterona), glicocorticoides
(cortisol) e andrégenos (DHEA, testosterona e outros) (Junqueira, 2004).

A medula adrenal, por sua vez, é derivada de células primitivas da crista
neural, as simpatog6nias, que também dao origem ao sistema nervoso simpatico. A
partir da quinta semana de vida embrionaria, essas células migram do glanglio
espinhal primitivo para a regido toracica para formar a cadeia ganglionar simpatica
posterior da aorta dorsal. A partir da sexta semana, parte destas células primitivas
migra pela veia adrenal central e entra no cortex adrenal fetal para formar a medula

adrenal, que pode ser detectada na oitava semana (Greenspan, 2004).

A medula adrenal é um componente especializado do sistema nervoso
simpatico que secreta catecolaminas como a dopamina, a norepinefrina e a
epinefrina. As catecolaminas sdo moléculas que possuem um nucleo catecol, que
consiste em um benzeno com dois grupamentos laterais hidroxil ligados a uma
cadeia lateral de amina. Apesar da medula adrenal ndo ser criticamente necessaria

a sobrevivéncia, a secrecdo de epinefrina e outros componentes na corrente
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sanguinea ajuda a manter a homeostase corporal durante o estresse (Greenspan,
2004).

As catecolaminas sao encontradas na medula adrenal e em varios 6rgaos
inervados pelo sistema nervoso simpatico como baco, cérebro, figado e outros. Sua
concentragdo reflete a densidade dos neurdnios simpaticos. As catecolaminas sdo
armazenadas em granulos juntamente com ATP, neuropeptideos, ions e proteinas

hidrossoltuveis denominadas cromograninas (Greenspan, 2004).

As catecolaminas sdo distribuidas amplamente em seres humanos. A
epinefrina é sintetizada principalmente na medula adrenal, enquanto a norepinefrina
€ encontrada ndo apenas na medula adrenal, mas também no sistema nervoso
central e nervos simpaticos periféricos. A dopamina, que € um precursor da
norepinefrina, € encontrada na medula adrenal e nos neurénios noradrenérgicos. Em
condic0es fisiologicas, a secrecao destas catecolaminas € induzida pela liberacdo de
acetilcolina nas fibras pré-ganglionares terminais e é aumentada por estimulos
estressantes como a pratica de exercicios, angina, infarto do miocardio, hemorragia,

entre outros (Greenspan, 2004).

As manifestacéo clinicas predominantes em feocromocitomas séo atribuidas
ao excesso de catecolaminas circulantes e seu impacto fisiopatoldgico, quase
sempre ocorrendo com atraso significativo entre os sintomas iniciais e o diagnéstico
da doenca (Camacho, 2008).

1.2. FEOCROMOCITOMA E PARAGANGLIOMAS - CONCEITO E ASPECTOS
CLINICOS

Os feocromocitomas séo neoplasias altamente vascularizadas, originarios de
derivados da crista neural, isto €, de células adrenomedulares denominadas células
cromafins ou feocromdécitos (Kronenberg, 2008). Quando localizados fora da
glandula adrenal denominam-se feocromocitomas extra-adrenais ou paragangliomas
(Molatore et al., 2010). A distincdo entre feocromocitoma e paraganglioma é
importante em virtude das implicacdes de associacdo com outras neoplasias, risco
de malignidade, definicdo do teste genético para o estabelecimento do diagnostico
molecular e direcionamento da escolha terapéutica (Kronenberg, 2008).
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Os paragangliomas podem ser derivados de Sistema Nervoso simpatico ou
parassimpatico. Os paragangliomas parassimpaticos usualmente sdo considerados
inativos ou silenciosos, isto €, ndo tem capacidade clinicamente significativa de
secrecdo de catecolaminas (Jafri e Maher, 2012). Os tumores secretores de
catecolaminas, tanto feocromocitomas quanto paragangliomas, sao raros, com
incidéncia anual estimada em 02 a 08 casos por milhdo de pessoas. (Kronenberg,
2008). Sua prevaléncia estimada é de 1:4500 e 1:1700 caso por pessoas,
respectivamente (Kantorovich, King e Pacak, 2010). Os valores de prevaléncia e
incidéncia variam de acordo com diversos autores, porém € importante ressaltar que

ndo foi encontrada esta estimativa aplicada a populagéo brasileira.

Embora sejam usualmente benignos, aproximadamente 10 a 15% dos
feocromocitomas humanos evoluem com comportamento maligno e séo refratarios
ao tratamento. Feocromocitomas ocorrem esporadicamente ou como parte de
sindrome de neoplasias familiares, em 25-30% dos casos. (Molatore et al., 2010).
Aproximadamente entre 15 e 20% dos pacientes com tumores secretores de
catecolaminas tém mutacOes germinativas em genes associados a doencas

genéticas (Kronenberg, 2008).

O desenvolvimento do feocromocitoma pode ocorrer em qualquer idade,
sendo observados relatos de casos em recém-nascidos e em pacientes mais velhos.
A quantidade e o padrdao de secrecdo de catecolaminas liberadas pela maioria dos
feocromocitomas tem alta variabilidade, o que explica a caracteristica comum de
sintomas paroxisticos (Camacho, 2008). As manifestacdes clinicas e bioquimicas

estdo associadas a esta producéo elevada (Yuan et al., 2008).

O sinal predominante em pacientes com tumores secretores de catecolaminas
€ a hipertensao arterial sistémica, seja paroxistica ou sustentada, além de outros
sintomas associados, como palpitacdes, taquicardia, cefaleia, sudorese intensa,
nausea, dor abdominal/toracica, febre, rubor, vomito e ansiedade ou ataques de
panico (Camacho, 2008). Menos de 0,5% dos pacientes com hipertensédo arterial
apresenta o tumor, porém a incidéncia pode ser maior em pacientes com histdrico
de cancer (Adler et al., 2009).
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O diagnéstico de feocromocitoma pode ser suspeitado a partir de
manifestacdes clinicas incluindo hipertenséo arterial persistente ou paroxistica, com
a triade classica de cefaleias severas, palpitacbes e diaforese, principalmente em
individuos com menos de 40 anos ou com hipertensdo de dificil controle. Os
parametros bioquimicos mais importantes, com maior sensibilidade e especificidade
e que auxiliam na confirmacdo do diagnéstico consistem nas determinacdes das
metanefrinas (MN) e normetanefrinas (NMN) - urinérias e/ou séricas. A presenca e a
localizacdo do tumor podem ser verificadas por meio de exames de imagem como
tomografia computadorizada ou ressonancia magnética nuclear e complementada

por estudos cintilograficos (Yuan et al., 2008).

A presenca de transportadores de norepinefrina nha membrana dos granulos
cromafins presentes nas ceélulas produtoras de catecoloaminas, bem como de um
sistema de transporte vesicular de monoaminas, mecanismos de armanezamento e
transporte de aminoacidos necessarios para a sintese de catecolaminas séo
caracteristicas peculiares dos feocromocitomas e constituem alvos para os testes
funcionais de imagem, como a cintilografia com 1”**-MIBG. O MIBG (metaiodo-
benzilguanidina) é um farmaco que apresenta afinidade pelas vesiculas das células
cromafins neuroendécrinas. Quando marcado com um composto radioativo (I*** ou
I'2%), constitui um radiofarmaco bastante Ut na localizacdo e avaliagdo da
funcionalidade dos tumores, bem como para o seu tratamento (Korpershoek, Pacak

e Martiniova, 2012).

O diagnéstico do feocromocitoma nem sempre é imediato e deve seguir um
algoritmo incluindo os testes bioquimicos, testes de imagem convencionais e
funcionais, e ainda testes genéticos (Korpershoek, Pacak e Martiniova, 2012). O
aspecto histolégico desses tumores, mesmo com invasdo capsular ou vascular, ndo
permite a diferenciacdo precisa da lesdo benigna ou maligna. A malignidade é
definida pela invasédo do tumor fora do sitio primario de origem ou demonstracéo de

metastases (Camacho, 2008).
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1.3. ASPECTOS GENETICOS E FISIOPATOLOGICOS DA TUMORIGENESE
DO FEOCROMOCITOMA

Previamente, estudos verificaram que aproximadamente 24% dos individuos
com feocromocitomas esporadicos apresentavam mutacdes  genéticas;
recentemente este numero é dito superior a 30% dos casos (Sandgren et al., 2010).
Novos dados de genotipagem especifica destes tumores tém sido correlacionados a
localizac&o especifica, ao fenotipo bioquimico tipico ou ao comportamento clinico e

evolucéo (Karasek, Frysak e Pacak, 2010).

Vérias sindromes autossdmicas dominantes também podem apresentar
feocromocitoma adrenal ou extra-adrenal, como a Neoplasia Endécrina Mdultipla tipo
2 (MEN2), a Sindrome de von Hippel-Lindau (VHL), a Neurofibromatose tipo 1, e

ainda sindromes hereditarias de paragangliomas (Molatore et al., 2010).

Apesar da maioria dos feocromocitomas serem aparentemente esporadicos, o
entendimento da genética do desenvolvimento deste tumor tem ganhado cada vez
mais importancia. Estudos translacionais demonstram que até 60% dos casos de
feocromocitomas e paragangliomas apresentam mutacfes somaticas ou
germinativas em genes candidatos a causadores da patologia. Atualmente, a lista de
genes relacionados a tumorigénese em feocromocitomas € composta por: 0s genes
que codificam o SDH (complexo enzimético succinato desidrogenase), isto €,
agueles que codificam as suas subunidades A, B, C e D (SDHA, SDHB, SDHC,
SDHC); o gene SDHAF2, que codifica a enzima da flavinagdo da SDHA (subunidade
A do SDH); o VHL (gene supressor tumoral da Doenca de von Hippel-Lindau); o
EPAS1 ou HIF2A (codante da proteina endotelial induzivel por hipdxia); o RET
(proto-oncogene rearranjado durante transfeccc¢do); o NF1 (gene supressor tumoral
da Neurofibromatose tipo 1); o TMEM127 (gene supressor tumoral da proteina
transmembréanica 127); o MAX (oncoproteina fator X associada ao MYC); e o0 H-RAS

(oncogene homoldgo ao sarcoma viral de rato) (Crona et al., 2014).

Estudos translacionais sugerem também que a genotipagem tanto dos
tumores (mutacBes somaticas) quanto dos individuos afetados pode ser utilizada
como marcador preditivo da sensibilidade as terapias alvo dirigidas. Verificou-se que

tumores associados a mutagdes germinativas nos genes VHL e SDH apresentariam
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melhor resposta ao tratamento anti-angiogénico, enquanto aqgueles cujos portadores
apresentam mutacdes nos genes RET, NF1l, TMEM127 e MAX seriam mais
responsiveis a terapia com inibidores das vias dependentes de quinases (Crona et
al., 2014).

Outros genes ainda estdo sendo investigados para permitir a correlagdo com
o desevolvimento de feocromocitoma e paragangliomas. O gene PTEN (gene
supressor tumoral homologo deletado da fosfatase e tensina do cromossomo 10)
apresenta mutacdes com elevadas frequéncias em tumores humanos, porém nédo
teve associacdo direta estabelecida ao feocromocitoma. Entretanto, curiosamente,
outros estudos demostraram que ratos com knock-out do gene PTEN
desenvolveram feocromocitomas em alta frequéncia (Korpershoek, Pacak e
Martiniova, 2012)

A familia de genes do retinoblastoma inclui o gene RB, o gene p107 e o p130,
que sao todos supressores tumorais. O gene RB esta mais frequentemente
envolvido na patogénese de tumores mudltiplos. A inativacdo do gene RB esta
associada com retinoblastomas familiares e esporadicos, carcinomas de pequenas
células em pulmao, e osteosarcomas. Em adi¢cdo, a inativacdo do RB também esta
associada a instabilidade cromossémica, progressdo tumoral e ativacdo da
angiogénese. O RB funciona como um regulador essencial a progressédo do ciclo
celular. Modelos animais com knock-out para este gene desenvolveram
feocromocitomas, paragangliomas e outros tumores (Korpershoek, Pacak e
Martiniova, 2012).

Além disso, alteracGes epigenéticas sdo importantes na biologia tumoral ja
que podem alterar genes que codificam fatores de transcricdo. O perfil epigenético
do feocromocitoma, por enquanto, esta restrito a investigacdo do padrdo de
metilacdo das regibes CpG (dinucleotideo citosina-guanina) dos promotores de
genes selecionados. Modificagdes na histona ou nos cromossomos, ou a associacao
destas, constituem fatores responsaveis pela alteragdo da expressdo de fragbes
substanciais de genes investigados e correlacionados ao feocromocitoma,
apresentando um comportamento caracteristico de malignidade (Sandgren et al.,
2010).
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As andlises do perfil transcricional de feocromocitomas e paragangliomas os
classificam em duas diferentes classes, conhecidas como cluster 1 e cluster 2. Os
tumores que pertencem ao cluster 1 sdo principalmente representados pelos que
apresentam mutacdes nos genes VHL e SDH e exibem um fendtipo de
pseudohipoxia. Esse fenotipo caracteriza-se pela presenca de caracteristicas de
hipoxia celular mesmo na presenca de concentracdes suficientes de oxigénio, com
consequente aumento da transcricdo de genes envolvidos no angiogénese e
proliferacédo celular, e tipicamente aumento da capacidade secretdria e metabolismo
de norepinefrina. Os tumores classificados no cluster 2 incluem aqueles com
mutacbes no RET e NF1, e sdo caracterizadas pelo fenétipo de ativacdo da
sinalizacdo mediada pela via Ras/Raf/Erk, também levando ao efeito final proé-
proliferativo e angiogénico. Contudo, ao contrario do cluster 1, nesses tumores
predomina o aumento de expressdo de genes relacionados a sintese de epinefrina,
e nao norepinefrina, 0 que possibilita sua diferenciacdo com base no perfil

bioquimico de secrecao de catecolaminas (Cascén e Tennant, 2012).

Grande parte do fendtipo de pseudohipOxia esta relacionada a atividade de
fatores transcricionais chamados fatores induziveis por hipdxia (HIFs), embora esteja
se tornando claro que isso é apenas uma parte do processo. Os genes alvo de HIFs
desempenham um papel importante na progressao tumoral, incluindo aqueles
envolvidos na angiogénese, adaptacdo metabdlica, divisdo celular e morte celular.
Existem 03 tipos de HIFs expressos em células de mamiferos, onde HIF1 e HIF2 s&o
0os mais bem definidos até o momento. Séo fatores de transcricdo heterodiméricos
compostos pelas subunidades constitutiva beta e a subunidade alfa expressa na
hipoxia e pseudo-hipoxia, 0s quais induzem ou suprimem a expressao de genes ao
se ligarem aos elementos responsiveis a hipdxia nas regides promotoras de genes
por eles regulados. Em condigbes normais, as subunidades alfas sao hidroxiladas
pelas dioxigenases dependentes de alfa-cetoglutarato conhecidas como proteinas

dominio - prolil-hidroxilase (PHD) (Cascon e Tennant, 2012).

A angiogénese, que é o crescimento de novos vasos sanguineos a partir de
vasos pré-existentes, é crucial para o crescimento tumoral e metastase. Varios
estudos demonstraram efetividade em inibir o crescimento tumoral e metastase pelo

bloqueio da angiogénese tumoral. A angiogénese € um processo complexo incluindo
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proliferacédo celular endotelial, migragéo e formacéo de tubos. O fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), secretado por células tumorais e endoteliais, atua como
fator autocrino e paracrino, essencial para todas as etapas da progressédo tumoral

incluindo o crescimento das células tumorais e angiogénese (Cho et al., 2009).

A complexidade observada na tumorigénese dos feocromocitomas e
paragangliomas proporciona diferentes alvos terapéuticos para o tratamento desta

patologia.
1.4. TRATAMENTOS E PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS

A resseccdo cirlrgica ainda constitui a Unica cura definitiva para lesdes
benignas, enquanto os tumores malignos ou ndo ressecaveis ndo apresentam
tratamento efetivo (Adler et al., 2009). Tumores malignos tém como tratamentos
possiveis a quimioterapia antineoplasica tradicional, sendo mais comumente
utiizada a associacdo entre ciclofosfamida, vincristina e dacarbazina. A
quimioterapia pode induzir respostas terapéuticas parciais e, atualmente, ainda é
considerada um dos tratamentos mais efetivos, porém com morbi-mortalidade ainda
pouco caracterizada (Favier et al., 2002). Tumores que apresentem radio-marcacao
positiva na cintilografia podem ser tratados com doses terapéuticas elevadas de I-
MIBG ou de analogos da somatostatina, como o0 octreotide-radionuclideo
(Kantorovich, King e Pacak, 2010). Além disso, portadores de feocromocitomas
malignos sdo usualmente tratados paliativamente com farmacos alfa e beta-
blogueadores para controle dos sintomas de hiperatividade adrenérgica (Kappes et
al., 2007). Porém, estas opcbes de tratamento ndo aumentam a estimativa de
sobrevivéncia do paciente com metastases (Favier et al., 2002) e a busca por novos

alvos terapéuticos tem sido permanente (Kappes et al., 2007).

Com a necessidade urgente de terapias farmacolégicas direcionadas ao
tratamento dos feocromocitomas malignos, a utilizagdo de vias multiplas como alvo
visa potencialmente elevar a eficacia do tratamento, bem como ampliar o
conhecimento sobre o desenvolvimento tumoral (Korpershoek, Pacak e Martiniova,
2012).
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Diversas vias moleculares estdo envolvidas no desenvolvimento do
feocromocitoma e estudos in vitro buscam elucidar novos alvos terapéuticos e

proporcionar uma maior compreensao sobre o tumor.

Ziegler e colaboradores (2013), em seu estudo com linhagens celulares de
feocromocitoma MPC e MTT, propuseram que a terapia direcionada para receptores
hormonais possa ser Gtil para o tratamento de tumores metastaticos. Nesse estudo,
foram observados efeitos antitumorais in vitro de peptideos anélogos de receptores
de hormdnios, como o receptor de somatostatina (sst2), o receptor para 0 hormonio
liberador de gonadotrofinas (GNnRHR) e o receptor para o hormdénio liberador de

horménio de crescimento (GHRHR).

Ainda na busca de terapias alternativas e alvo-dirigidas, Fernandez e
colaboradores (2013) demonstraram que a elevacdo das concentracdes do fator de
crescimento insulina-simile 1 (IGF-1) em culturas de células PC-12 Adh e MPC
induziu a proliferacdo, migracdo, capacidade de crescimento sem agrupamento e
inibicdo da apoptose celular, sugerindo um efeito tumorigénico. De fato, a expressao
elevada de IGF-1 e 2 e do receptor 1R ja foi documentada em varias malignidades
como glioblastomas, neuroblastomas, meningiomas, meduloblastomas, carcinomas
de mama, colorretal e pancreético, e cancer de ovario. Os autores concluiram que
IGF-1 e seu receptor sdo fundamentais para a manutencdo do fenétipo tumoral e a
sobrevivéncia das células diferenciadas de feocromocitoma. Sua inibicdo
corresponderia a um possivel novo alvo terapéutico. (Fernandez et al., 2012).

O Maleato de Sunitinib® é um farmaco inibidor de receptores de tirosina
quinase considerado multiplo, pois atua em diversas vias reguladas por esses
receptores. Possui atividade anti-angiogénica e antitumoral ao atuar nos receptores
do fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) e do fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF). Os efeitos antitumorais no feocromocitoma ainda néo
estdo bem estabelecidos, porém estudos in vitro demonstraram a inibicdo do
crescimento celular, e alteracdes na expressdo génica e fosforilagdo das proteinas

envolvidas na regulacéo do ciclo celular (Saito et al., 2012)

Complementando os efeitos observados por Saito e colaboradores (2012),

trabalhos recentes demonstram que o Maleato de Sunitinib® é capaz de inibir a
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sintese e a secrecdo de catecolaminas intra e extracelulares via VEGFR-2 (Aita et
al.,, 2012) e inibir a autofagia celular potencializando os efeitos citotdéxicos e

reduzindo a resisténcia ao farmaco (lkeda et al., 2013).

Apesar das fortes evidéncias de um efeito antitumoral in vitro do Maleato de
Sunitinib®, os primeiros estudos clinicos em pacientes com feocromocitoma

apresentaram resultados inconclusivos.

Nemoto e colaboradores reportaram o caso de uma paciente com recidiva
tumoral pos-cirdrgica e ndo responsiva a quimioterapia, que desenvolveu
hipertensdo causada pela sindrome da lise tumoral apés o tratamento com Maleato
de Sunitinib® em altas doses. Apds o ajuste de dose houve resposta parcial com a
reducdo do tumor e controle dos sintomas, porém o tratamento foi suspenso devido
a inacessibilidade ao medicamento e a paciente foi a 6bito durante o periodo de

cuidados paliativos (Nemoto et al., 2011).

Hata e colaboradores reportaram o caso de paciente tratado com Maleato de
Sunitinib® para Feocromocitoma maligno refratario. Apds resseccdo cirdrgica,
tratamento com quimioterapia e imunomarcacéao positiva para VEGF-R, o Maleato de
Sunitinib® foi introduzido no esquema terapéutico e foi observada a estabilizacdo da
progressdo tumoral. Este paciente desenvolveu como efeitos adversos
hipotiroidismo e trombocitopenia e, apds 05 meses de tratamento, houve novamente
aumento da mestastase hepdatica e elevacao dos niveis séricos de normetanefrina e

metanefrina. (Hata et al., 2014)

Assim, embora os resultados do uso de Maleato de Sunitib® in vitro sejam
promissores, ainda ndo ha evidéncia suficiente para seu uso clinico em larga escala
em pacientes com feocromocitoma, sendo reservado ainda para protocolos clinicos
experimentais. O manuseio de paciente com feocromocitoma maligno pode ser
frustrante, uma vez que as opc¢des curativas séo limitadas e os custos elevados.
Claramente, protocolos inovadores prospectivos sdo necessarios para buscar novas

opcOes de tratamento para esta neoplasia (Kronenberg, 2008).
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1.5. BIOPROSPECCAO DE PLANTAS E FUNGOS

A biodiversidade pode ser definida como a variedade e variabilidade existente
entre organismos Vivos e as complexidades ecoldgicas nas quais eles ocorrem. Uma
de suas principais caracteristicas € a distribuicdo relativa desigual dos seus
componentes no espacgo geografico (Simbes, 2003).

Os componentes da biodiversidade podem fornecer uma ampla gama de
produtos de importancia econdmica destacando-se os fitoterapicos e fitofarmacos.
As plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos,
muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande namero

de farmacos (Simdes, 2003)

Alguns quimioterapicos de ampla utilizacdo clinica terapéutica foram
inicialmente extraidos de plantas, como o Paclitaxel extraido da Taxus brevifolia que
apresenta atividade anticancerigena em tumores de ovario e mama, e a Vincristina e
Vimblastina, extraidas atualmente da Catharanthus roseus e utilizada no tratamento

da leucemia infantil, entre outros (Simdes, 2003)

Ao se considerar a perspectiva de obtencdo de novos farmacos, dois
aspectos distinguem os produtos de origem natural do sintético: a diversidade
molecular e a funcao biolégica (Simdes, 2003). H& varios caminhos para o estudo de
plantas medicinais e o Brasil € um pais propicio e produtivo a pesquisa cientifica que
envolve a aplicacdo de conhecimentos locais sobre o uso de plantas e animais

medicinais. (Albuquerque e Hanazaki, 2006).

Produtos naturais possuem uma vasta diversidade quimica, ndo apenas
relacionada as estruturas quimicas, mas também com diversas atividades bioldgicas.
A identificacdo dos diferentes tipos de compostos principais pode permitir a
utilizacdo em diferentes patologias, portanto o estudo dos produtos naturais poderia
ser utilizado como para ampliar os bancos de dados sobre 0os compostos quimicos
gue ainda se encontram largamente incompletos devido as constantes descobertas
de novas moléculas, as pesquisas com aplicacdes biologicas restritivas e aos erros

nos dados ja existentes (Gu et al, 2013).
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Zhu e colaboradores (2012) sugerem que novas espécies produtoras de
farmacos ainda inexploradas ndo estdo proximas a extingdo, e existe uma alta
probabilidade em encontrar novas espécies produtoras de novas moléculas nas
familias e grupos ja estudados e caracterizados como produtores de farmacos. O
surgimento de ovas tecnologias permitem estudos dos mais diversos grupos de
produtos naturais, juntamente com analises retrospectivas, revelam estratégias Uteis

para a descoberta e producdo de novas moléculas derivadas de fontes naturais.

Bessa e colaboradores (2012), em seu estudo etnobotanico de plantas do
Cerrado nativas do estado de Tocantins, encontraram que as indicagcbes
terapéuticas empiricas realizadas pela comunidade deste local sinalizam para uma
relacdo semelhante com a acdo bioldégica e farmacologica dos constituintes
fitoquimicos presentes nos extratos das plantas avaliadas concordante com a
literatura e ressaltam que os estudos e padronizacdo de marcadores sao
indispensaveis para validacédo das plantas medicinais, usos populares mais seguros
e para testes de avaliacdo de qualidade e integridade, possibilitando melhor controle

dessas espécies.

A partir da biodiversidade nacional, com énfase nas espécies de plantas e
fungos do Cerrado, bioma dominante na regido Centro-Oeste do Brasil, a busca de
novas moléculas de origem natural justifica a pesquisa para o desenvolvimento de

novos farmacos para o tratamento do feocromocitoma.

O presente estudo consiste basicamente no rastreamento de diversos
extratos obtidos de plantas e fungos do Cerrado e caracterizacdo de seu efeito
antiproliferativo em células de feocromocitoma PC-12 Adh. O rastreamento inicial
incluiu o maior numero de extratos disponivel nos laboratérios que os produzem. A
selecédo das plantas para producao dos extratos feita principalmente com base em
informacgdes etnobotanicas e/ou em resultados anteriores disponiveis na literatura ou
em estudos anteriores da equipe de pesquisadores envolvidos, potencialmente

aplicaveis ao tratamento do cancer em geral.

Nesse sentido, esse trabalho foi contemplado com financiamento do CNPq,
como parte dos projetos da REDE PRO-CENTRO OESTE, que tem por objetivo

central a investigacao do potencial da biodiversidade do Cerrado e Pantanal para o
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desenvolvimento de novos biofdrmacos, assim em plena consonancia com as

politicas mais atuais do pais.

Por sua vez, a escolha pelo estudo de Feocromocitoma reside principalmente
na escassez de conhecimentos sobre sua fisiopatologia e na auséncia de tratamento
eficaz nos casos malignos, a despeito de sua raridade. Além disso, a investigacédo
das doencas que acometem a glandula adrenal ainda € pouco explorada em nosso
pais e poucos dados brasileiros foram produzidos at¢é o0 momento. O fato de o
feocromocitoma ser um tumor com caracteristicas peculiares de neovascularizacdo e
perfil molecular de altera¢des no ciclo celular e influéncias neuro-hormonais também
acrescenta valor ao seu estudo. Potencialmente muito contribui para o entendimento

dos multiplos processos de tumorigénese e desenvolvimento de novos tratamentos.
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OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

e Investigar a existéncia de atividade antitumoral de extratos de plantas e
fungos endofiticos isolados do Cerrado em linhagem de células de

feocromocitoma

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade citotdxica de extratos de espécies de plantas e fungos
isolados do Cerrado em linhagem celular de feocromocitoma;

e Avaliar a atividade citotoxica das fracbes dos extratos de plantas das
espécies nativas do Cerrado em linhagem celular de feocromocitoma;

e Identificar a dose necesséria do extrato das espécies nativas do Cerrado
capaz de induzir a morte celular em linhagens de células de feocromocitoma;

e Comparar a atividade citotoxica de extratos de espécies de plantas e fungos
com atividade antitumoral em linhagem celular ndo tumoral;

e Identificar grupos quimicos responsaveis pela possivel atividade antitumoral
presentes nos extratos das espécies nativas do Cerrado.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. CULTIVO CELULAR

A linhagem celular de Feocromocitoma PC-12 Adh (Figura 1) foi adquirida do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e cultivada em Meio Ham-F-12K (Sigma
N6760) suplementado com 15% de Soro de Cavalo, 5% de Soro Bovino Fetal e 10
mL de penicilina 100IU/mL + estreptomicina 100ug/pL, incubadas a 37° C e 5% de
CO; conforme descrito no American Type Culture Collection (ATCC).

Figura 1. Linhagem Celular PC-12 Adh. Aspecto da cultura a microscopia de luz invertida.

A linhagem celular de queratindcitos HaCat foi compartilhada pela Professora
Eliete Guerra do Laboratoério de Histopatologia Bucal da Universidade de Brasilia, e
cultivada em Meio DMEM (Sigma D5648) suplementado com 10% de Soro Bovino
Fetal e 10mL de Penicilina 100IU/mL + Estreptomicina 100ug/uL, incubadas a 37° C
e 5% de CO..

3.2. EXTRATOS DE PLANTAS E FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS DO
CERRADO

Os extratos das plantas do Cerrado (Tabela 1) foram compartilhados pelas
Professoras Damaris Silveira e Pérola Magalhdes, do Laboratério de Produtos
Naturais da Universidade de Brasilia. Os extratos utilizados foram solubilizados na
concentracdo de 25mg/mL em agua Mili-Q para os extraidos em solvente aquoso,
ou em uma mistura de Dimetilsulféxido (DMSO) e Etanol na proporcéo de 2:3 partes

para os extraidos em solvente etandlico ou hexanico.
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Tabela 1. Extratos de espécies vegetais do cerrado analisados quanto ao seu efeito citotoxico

na linhagem celular de feocromocitoma PC-12 Adh (n=55)

Espécie de Planta Parte da Planta Solvente
Apocynaceae
Allamanda blanchetti A.D.C Folha E,H
Caule E
Fruto E, H
Harcornia speciosa Gomes Folha E,H
Tabernaemontana solanifolia A.D.C Folha E
Caryoacaraceae
Caryocar brasiliense Semente E
Casca do Fruto E
Polpa fresca E
Erythroxyloaceae
Erytroxylum daphnites Folha AEH
Erytroxylum suberosum Folha A E H
Erytroxylum subrotundum Folha A EH
Fabaceae
Bauhinia rufa Folha AE H
Bauhinia variegata Folha AE H
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville Casca do caule E,H
Folha E,H
Moraceae
Morus nigra Folha A EH
Myrtaceae
Eugenia dysenterica DC Folha A
Rubiaceae
Genipa americana L. Var. caruto (H.B.K) K. Fruto verde E
Casca do fruto verde E,H
Shum.
Fruto E, H
Folha E,H
Sapindaceae
Sapindus saponaria L. variedade inaequalis Fruto E,H
(DC.) Radlk.
Sapotaceae
Pouteria caimito Radlk. Folha A E H
Pouteria gardnerii (Mart. & Miq.) Baehni Folha AEH
Pouteria ramiflora Radlk. Folha A E H
Pouteria torta Radlk. Folha A E H

<

* Solventes: A- Aquoso, E- etandlico e H-hexanico
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Os extratos de 07 fungos endofiticos isolados do Cerrado extraidos da
espécie vegetal Bauhinia variegata sp. foram compartilhados pela Professora Maria
de Fatima Borin, do Laboratorio de Farmacologia Molecular da Universidade de
Brasilia. Os extratos foram solubilizados na concentracdo de 25mg/mL em Metanol.
As espécies de fungos de Bauhinia variegata sp. cujos extratos foram

disponibilizados ndo foram identificadas até o presente momento.
3.3.  ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Foram plaqueadas 5 x10° células por poco da placa de 96 pocos e o
tratamento com os extratos foi realizado ap6s 24 horas de incubacdo. Em cada
poco, foram adicionados 100uL dos extratos brutos diluidos em meio de cultura
especifico para cultivo de cada linhagem celular para obtencdo das concentracdes
de 500ug/mL e 1000ug/mL utilizadas em outros estudos integrantes da REDE PRO-
CENTRO OESTE. Em 24 horas e 48 horas de tratamento, foi realizado o teste
enzimatico colorimétrico de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difenilltetrazolio) para avaliacdo da viabilidade celular. O MTT foi diluido na
concentracdo de 5mg/mL em PBS (tampéao fosfato salino), foram adicionados 10uL
em cada poco e as células foram incubadas por 4 horas protegidas da exposicao a
iluminacdo. Em seguida, foi adicionado 100uL da solucédo de &lcool iso-propilico e
acido cloridrico e realizada a leitura no Espectrofotdmetro Leitor de Placas Beckman
Coulter DTX 800 no comprimento de onda 570nm.

Os testes foram realizados para os extratos de plantas, extratos fracionados
das plantas e extratos de fungos, em triplicata, e em trés ensaios distintos

considerando a variabilidade inerente a técnica e ao experimentador.

A intensidade do efeito citotoxico foi analisada conforme o percentual de
inibicdo da viabilidade celular induzido pelos extratos quando comparados ao
controle negativo, utilizando volume equivalente do solvente de solubilizagdo dos
extratos, cujo valor foi padronizado como 100% de viabilidade celular, conforme

formula abaixo:

Absorbancia do extrato x 100

. e 0 o
Viabilidade celular % Absorbancia do controle
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3.4. CURVA DOSE-RESPOSTA

Os extratos selecionados ap0s o ensaio de citotoxicidade para a curva dose-
resposta foram aqueles que demonstraram capacidade de inibir o crescimento
celular em aproximadamente 50% e que ndo apresentaram efeito citostatico com

recuperacéo do crescimento em 48 horas de tratamento.

As concentragOes testadas variaram de 125 a 2000ug/mL, obtidas com
diluicho seriada e correcdo do solvente de diluicho do extrato, seguindo os
parametros do teste de citotoxicidade. Os testes foram realizados em triplicata e em
trés ensaios distintos, e comparados aos resultados obtidos com o tratamento
utilizado como controle positivo, Maleato de Sunitinib® (Sigma), nas concentragdes
de 10® a 10™*M adaptadas a partir dos estudos realizados por Saito e colaboradores
(2012).

3.5. ENSAIO DE POLIFENOIS TOTAIS

Os extratos foram ressuspendidos em agua Mili-Q para a concentracdo de
4mg/mL e avaliados pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteu como adaptado
por Georgetti e colaboradores (2006). Para o teste utilizou-se volume equivalente a
200ug do extrato com adicdo de 250uL do Reagente de Folin-Ciocalteu, 250uL de
Carbonato de Sodio 10% e agua mili-Q para completar o volume de 2mL. A mistura
foi incubada por 01 hora e a leitura realizada no Espectrofotométro Shimadzu UV-
1800 com o software UVProbe® no comprimento de onda de 760nm, e a
concentracdo de polifendis totais no extrato foi determinada a partir da curva de
calibracdo construida previamente com o Acido Gélico com as concentracdes de 0
pg/mL, 1,5625 pg/mL, 3,125 ug/mL, 6,25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL e
100 pg/mL.

3.6. ENSAIO DE FLAVONOIDES

Os extratos foram ressuspendidos em agua Mili-Q para a concentragdo de
4mg/mL e a avaliados pelo método colorimétrico de cloreto de aluminio como
adaptado por Georgetti e colaboradores (2006). Para o teste utilizou-se 800ug do
extrato com adicdo de 02 mL de Metanol e 300uL de cloreto de aluminio 5%. A

mistura foi incubada por 30 minutos e a leitura realizada no Espectrofotométro
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Shimadzu UV-1800 com o software UVProbe® no comprimento de onda de 420nm.
A concentragdo de Flavonoides no extrato foi determinada a partir da curva de
calibracdo construida previamente com quercetina com as concentracfes de 0
pg/mL, 0,625 pg/mL, 1,25 pg/mL, 2,5 pg/mL, 5,0 pyg/mL, 10,0 pg/mL, 20,0 yg/mL e
40 pg/mL.

3.7. CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA

Os extratos foram diluidos em diclorometano e aplicados na placa de silica
gel previamente ativada por aquecimento a 105°C, juntamente com o0s padrdes dos
grupos quimicos a serem identificados. A eluicao foi feita por capilaridade com uma

mistura de hexano:acetato de etila na proporcao 7:3 partes.

A revelacdo foi feita inicialmente com a aplicacdo de radiacdo UV e
posteriormente com a solugcdo A (anisaldeido 2% e acido acético 98%) e solugcédo B

(etanol 80% e acido sulfurico 20%).
3.8. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram previamente tratados no Microsoft Office Excel e a analise
estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prisma 5®. Para os testes de
citotoxicidade foi padronizado o teste One-way ANOVA com pos-teste Tukey, assim
como utilizado por Phan e colaboradores (2012). Para as curvas dose-resposta foi
padronizado o teste de regressdo nédo-linear (dose-resposta x curvatura variavel)

para obtencéo do ICsy conforme trabalho de Souza e colaboradores (2012).
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4. RESULTADOS
4.1. AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DOS EXTRATOS DE
PLANTAS DO CERRADO EM LINHAGEM CELULAR DE
FEOCROMOCITOMA.

Cinquenta e cinco extratos de Plantas do Cerrado (Tabela 1) foram utilizados
nos testes de citotoxicidade. Por ndo haver a identificacdo e a quantificacao prévias
dos constituintes quimicos desses extratos, foi realizado teste para verificar possivel
interacdo entre os flavonoides do extrato ou o meio de cultura e o reagente MTT,
como descrito por Peng e colaboradores (2005). Nao foram encontradas interacdes

qgue induzissem a resultados falso positivos para a viabilidade celular.

Os extratos analisados foram distribuidos em categorias conforme o
percentual de inibicdo da viabilidade celular nas concentracdes de 500ug/mL (Figura
2A) e 1000ug/mL (Figura 2B). Desta forma, realizada uma triagem bioldgica para
atividade antitumoral, na qual foram selecionados para as etapas seguintes do
estudo os extratos capazes de inibir a viabilidade celular para niveis iguais ou
menores que 50% em relacdo aos niveis basais de viabilidade celular, em células

sem tratamento.

Distribuicdo dos Extratos Avaliados

W<50% W< 50%
m50-75% 20% E50-75%
m275% m275%

Figura 2. Distribuicdo das categorias de intensidade (%) do efeito inibitério sobre a
viabilidade celular de células PC-12 Adh observado ap0ds tratamento com os extratos de plantas
do Cerrado (n=55), nas concentracfes de 500ug/mL (A) e 1000ug/mL (B).
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Em uma analise mais cuidadosa dos efeitos citotoxicos observados para todo
0 grupo de extratos, optou-se por selecionar os extratos que induziram inibic&o
constante da viabilidade celular (£50%) nas concentragOes avaliadas, e, ainda, de
forma sustentada nos tempos avaliados. Esse critério final de selecdo foi definido
com o objetivo de incluir todos os extratos com potencial citotoxico sobre as células
PC-12 Adh, as quais sédo sabidamente bastante resistentes ao tratamento

antiproliferativo.

Com esse critério, 14 dentre os 55 extratos analisados (26%) apresentaram o
efeito desejado, porém ndo houve similaridade destes extratos quanto a familia
vegetal. Observou-se predominancia do efeito desejado nos extratos cujo solvente

de extracao foi o hexano.

A seguir, sdo apresentados os resultados do teste de citotoxicidade dos

extratos selecionados para continuidade do estudo, segundo a planta de origem.
4.1.1. Allamanda blanchetti A.D.C

Extratos da folha, do caule e do fruto da Allamanda blanchetti A.D.C
monstraram o efeito citotoxico definido nas concentragdes testadas, isto €, induziram
inibicdo da viabilidade celular para niveis menores de 50% em relacdo aos niveis
basais (células ndo tratadas) (Figura 3). Os extratos tiveram efeito inibitério continuo
no periodo de tratamento de 48 horas, com excecdo do extrato hexanico do fruto

gue manteve a taxa de inibicdo semelhante.

Observaram-se diferencas estatisticamente significativas na propor¢cao de
células viaveis observadas apos tratamento com o0s extratos hexanico do fruto na
concentragdo de 500ug/mL em 24 horas e hexanico da folha na concentracdo de
1000ug/mL dessa planta, em comparacdo ao controle sem tratamento. Estes
extratos atingiram os critérios de selecdo para dar continuidade aos estudos e,

portanto, foram submetidos a curva dose-resposta.



41

Allamanda blanchetti 500ug/mL Allamanda blanchetti 1000ug/mL
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Figura 3. Representacdo grafica do efeito citotdxico dos extratos da Allamanda blanchetti
ADC, apés 24 e 48 horas de tratamento, nas concentragdes de 500 e 1000 ug/mL, apresentado sob a
forma de inibicdo percentual da viabilidade celular em relagéo ao controle sem tratamento, AB5 24h
em 500ug/mL com p=0,0357 e AB2 24h em 1000ug/mL com p= 0,007, determinado por One-way
ANOVA com pos-teste Tukey. Onde: AB1 — Folha E; AB2 — Folha H; AB3 — Caule E; AB4 — Fruto E;
ABS5 — Fruto H.

4.1.2. Bauhinia rufa

O extrato aquoso da folha da Bauhinia rufa ndo monstrou efeito citotéxico nas
concentracbes testadas. Ao contrario, observou-se estimulacdo do crescimento
celular para o extrato aquoso. Os extratos etandlico e hexanico induziram a inibicao
da proliferacao celular, mas apenas o extrato hexanico atingiu os critérios de selecdo
para dar continuidade aos estudos. Este efeito ndo apresentou significancia

estatistica comparada ao controle (Figura 4).
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Bauhinia rufa 500ug/mL Bauhinia rufa 1000ug/mL
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Figura 4. Representacao grafica do efeito citotoxico dos extratos de Bauhinia rufa, apds 24 e
48 horas de tratamento, nas concentraces de 500 e 1000 pg/mL, apresentado sob a forma de
modificacdo (inibicdo ou estimulacdo) percentual da viabilidade celular em relagéo ao controle sem
tratamento. N&o houve diferenca estatisticamente significativa nos efeitos desses extratos,
determinado por One-way ANOVA com pés-teste Tukey. Onde: BR1 — Folha A; BR2 — Folha E; BR3 —
Folha H.

4.1.3. Erythroxylum subrotundum

Os extratos aquoso e etandlico da folha de Erythoxylum subrotundum né&o
apresentou efeito citotéxico nas concentracfes testadas, sendo observado efeito
estimulatério da viabilidade celular. O efeito inibitério foi observado apenas para o
extrato hexanico, embora sem significAncia estatistica. Este extrato atingiu os
critérios de selecdo determinados e foi submetido ao ensaio de curva dose-resposta
(Figura 5).



43
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Figura 5. Representagdo gréfica do efeito citotéxico dos extratos de Erythoxylum
subrotundum, apos 24 e 48 horas de tratamento, nas concentra¢cdes de 500 e 1000 pg/mL,
apresentado sob a forma de modificacdo (inibicdo ou estimulag&o) percentual da viabilidade celular
em relacéo ao controle sem tratamento. O extrato hexanico em ambas as concentragbes mostrou
efeito inibitério da viabilidade celular em torno de 50%, embora sem significAncia estatistica em
relacdo ao controle, determinado por One-way ANOVA com pds-teste Tukey. Onde: ES1 — Folha A;
ES2 — Folha E; ES3 — Folha H.

4.1.4. Genipa americana L. Var. caruto (H.B.K) K. Shum.

Os extratos hexanicos testados da casca do fruto verde, do fruto e da folha da
Genipa americana L. Var. caruto (H.B.K) K. Shum demonstraram apresentaram
citotoxico nas concentracdes testadas e atingiram os critérios de selecdo para dar

continuidade aos estudos (figura 6).
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Figura 6. Representacao grafica do efeito citotdxico dos extratos de Genipa americana L. Var.
caruto (H.B.K) K. Shum., apds 24 e 48 horas de tratamento, nas concentra¢fes de 500 e 1000 pg/mL,
apresentado sob a forma de modificacdo (inibicdo ou estimulag&o) percentual da viabilidade celular
em relacdo ao controle sem tratamento, determinado por One-way ANOVA com pds-teste Tukey.
Onde: GA1 - Fruto verde E; GA2 — Casca do fruto E; GA3 — Casca do fruto H; GA4 — Fruto E; GA5 —
Fruto H; GA6 — Folha E; GA7 — Fruto H.

4.1.5. Pouteria ramiflora

Os extratos aquoso e etandlico da folha da Pouteria ramiflora néo tiveram
efeito citotéxico nas concentracdes testadas e foi observada estimulacdo do
crescimento celular no tempo de 24 horas, com discreta reducdo apos 48 horas. O
extrato hexanico monstrou capacidade em inibir a proliferacdo celular com
intensidade proxima a 50% na concentracdo superior (1000ug/mL) e apds 48 horas
de tratamento, sugerindo um efeito concentracdo e tempo dependente. Embora esse
resultado ndo tenha sido estatisticamente significativo, atingiu os critérios de selecao

para dar continuidade aos estudos (Figura 7).
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Figura 7. Representagéo grafica do efeito citotdxico dos extratos de Pouteria ramiflora, apds
24 e 48 horas de tratamento, nas concentracdes de 500 e 1000 pyg/mL, apresentado sob a forma de
modificacdo (inibicdo ou estimulacdo) percentual da viabilidade celular em relacdo ao controle sem
tratamento, determinado por One-way ANOVA com pds-teste Tukey. Onde: PR1 — Folha A; PR2 —
Folha E; PR3 — Folha H.

4.1.6. Pouteria torta

Os extratos aquoso e etandlico da folha da Pouteria torta ndo apresentaram
efeito citotbxico nas concentracdes testadas e foi observada estimulacdo do
crescimento celular no tempo de 24 horas, principalmente para o solvente aquoso. O
extrato hexanico monstrou capacidade em inibir a proliferacdo celular,
aparentemente de forma concentracdo e tempo dependente, embora né&o
estatisticamente significante. De acordo com esse efeito, também atingiu os critérios

de selecéo para a continuidade dos estudos (Figura 8)
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Figura 8. Representacéo grafica do efeito citotdxico dos extratos de Pouteria torta, apds 24 e
48 horas de tratamento, nas concentraces de 500 e 1000 pg/mL, apresentado sob a forma de
modificacdo (inibicdo ou estimulacdo) percentual da viabilidade celular em relacdo ao controle sem
tratamento, determinado por One-way ANOVA com pés-teste Tukey. Onde: PT1 — Folha A; PT2 —
Folha E; PT3- Folha.

4.1.7. Sapindus saponaria L. variedade inaequalis (DC.) Radlk.

Os extratos etanodlico e hexanico testados do fruto da Sapindus saponaria L.
variedade inaequalis (DC.) Radlk apresentaram efeito citotéxico nas concentracdes
testadas com significancia estatistica quando comparados ao controle, com p<0,05.
Estes extratos atingiram os critérios de selecao para dar continuidade aos estudos e

também foram submetidos ao ensaio de curva dose-resposta (Figura 9).
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Figura 9. Representagéo gréfica do efeito citotoxico dos extratos de Sapindus saponaria L.
variedade inaequalis (DC.) Radlk, apds 24 e 48 horas de tratamento, nas concentra¢gfes de 500 e
1000 pg/mL, apresentado sob a forma de modificacdo (inibicho ou estimulacdo) percentual da
viabilidade celular em relacdo ao controle sem tratamento, p <0.05, determinado por One-way
ANOVA com pos-teste Tukey. Onde: SS1 — Fruto E; SS2- Fruto H.

4.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DOS EXTRATOS
FRACIONADOS DE PLANTAS DO CERRADO EM LINHAGEM CELULAR
DE FEOCROMOCITOMA.

Dentre os extratos selecionados nos ensaios de citotoxicidade e curva dose-
resposta, o extrato hexanico do Erythroxylum subrotundum foi fracionado em 03
partes, as quais foram submetidas ao teste de citotoxicidade para que houvesse
uma maior aproximacdo do composto responsavel pela possivel atividade
antitumoral. As fracdes Hexano:Acetato de Etila (Hex:AcoEt) e Acetato de Etila
(AcoET) apresentaram inibicdo da proliferacédo celular, estatisticamente significante
em comparagdo ao controle sem tratamento, alcangando os critérios de selecdo
para dar continuidade aos estudos e também foram submetidas ao ensaio de curva

dose-resposta (Figura 10).
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Figura 10. Representacéo gréfica do efeito citotoxico das fragbes do extrato hexanico da folha
do Erythroxylum subrotundum, apds 24 e 48 horas de tratamento, na concentragdo de 500 pg/mL,
apresentado sob a forma de inibicdo percentual da viabilidade celular em relagdo ao controle sem

tratamento, determinado por One-way ANOVA com pés-teste Tukey.

4.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DOS EXTRATOS DE
FUNGOS DO CERRADO EM LINHAGEM CELULAR DE
FEOCROMOCITOMA.

Os extratos de fungos endofiticos extraidos da Bauhinia variegata foram
testados na concentracdo de 500ug/mL e avaliados quanto ao efeito citotoxico. Os
fungos identificados como 03 e 09 apresentaram o efeito desejado, diferentemente
dos extratos da espécie vegetal da qual foram extraidos, e, portanto, foram

submetidos ao teste de curva dose-resposta (Figura 11).
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Figura 11. Representacdo grafica do efeito citotoxico dos extratos de fungos endofiticos da
Bauhinia variegata, ap0s 24 e 48 horas de tratamento, na concentracdo de 500 ug/mL, apresentado
sob a forma de inibicdo percentual da viabilidade celular em relacdo ao controle sem tratamento,
determinado por One-way ANOVA com pos-teste Tukey. Onde: F1 — Fungo 1; F2 — Fungo 2; F3 —
Fungo 3; F5 — Fungo 5; F7 — Fungo 7; F8 — Fungo 8; F9 — Fungo 9.

4.4. DETERMINACAO DA CURVA DOSE-RESPOSTA DOS EXTRATOS COM
ATIVIDADE CITOTOXICA EM LINHAGEM CELULAR DE
FEOCROMOCITOMA

Os extratos selecionados nos ensaios de citotoxicidade (Tabela 2) foram
submetidos ao ensaio de curva-dose resposta nas concentracées de 125 a 2000
Mg/mL para avaliar seu efeito dose-dependente e determinar a ICso. Foram
selecionados 14 dentre os 55 extratos de plantas de Cerrado rastreados
inicialmente, duas fragcdes de Erytroxylum subrotundum e dois extratos de fungos

endofiticos de Bauhinia variegata, totalizando 18 extratos analisados nessa etapa.



50

Tabela 2. Extratos de espécies vegetais e fungos do cerrado com efeito citotoxico em

linhagem celular de feocromocitoma (n=18)

Espécie de Planta Parte de Planta Solvente
Apocynaceae
Allamanda blanchetti A.D.C Folha E,H
Caule E
Fruto E, H

Erythroxyloaceae

Erytroxylum subrotundum Folha H
Fracao Hex:AcoEt
AcoEt
Fabaceae
Bauhinia rufa Folha H
Rubiaceae
Genipa americana L. Var. caruto (H.B.K) K. Casca do fruto verde H
Shum. Fruto H
Folha H
Sapindaceae
Sapindus saponaria L. variedade inaequalis Fruto E,H
(DC.) Radlk.
Sapotaceae
Pouteria ramiflora Radlk. Folha H
Pouteria torta Radlk. Folha H
Fungos Endofiticos da Bauhinia variegata
Fungo 3
9

* Solventes: A- Aquoso, E- etandlico, H-hexanico, Hex:AcoEt —Hexano: Acetato de Etila, AcoEt:
Acetato de Etila

O Maleato de Sunitinib® (Sigma) foi utilizado como controle positivo para o
efeito citotoxico na linhagem celular PC-12 Adh. Este efeito descrito por Saito e
colaboradores (Saito et al., 2012) apresentou a capacidade de induzir apoptose em
30% das células atuando pelas vias dependentes de tirosina quinase a partir da
concentracdo de 10°M. Esta concentracdo foi aumentada nos ensaios para que
fosse verificado o efeito de 50% de inibicAo da viabilidade celular de forma

comparativa aos extratos de plantas e fungos.

Inicialmente, foi realizada curva dose-resposta com o Maleato de Sunitinib®,
com o objetivo de confirmar os resultados de Saito e colaboradores e para

padronizacao do farmaco como controle positivo nos experimentos desse estudo.
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Os resultados obtidos monstraram que a partir da concentracdo de 10°M é
possivel alcancar 50% da inibicdo da viabilidade celular em 24 horas, porém este
efeito é sustentado apés 48 horas de ensaio apenas a partir de 10“M (Figura 12).
Para uma estimativa de comparacdo das curvas de citotoxicidade deste controle
positivo com os extratos, foi possivel determinar um padrdo de citotoxicidade

concentracédo e tempo dependente para o Maleato de Sunitinib®, como esperado
para o ICso de 10™M.

Maleato de Sunitinib® 24h Maleato de Sunitinib® 48h
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Figura 12. Curvas dose-resposta do efeito citotdxico induzido pelo tratamento com Maleato de
Sunitinib® (Sigma) durante 24 e 48 horas em células de feocromocitoma PC-12 Adh.

Os extratos com efeito citotoxico observado na etapa anterior foram
submetidos ao ensaio de curva dose-resposta e 0s critérios de selecdo para a
proxima etapa, isto é, para a identificacdo dos componentes quimicos de extratos
citotoxicos, foram a reprodutibilidade do efeito, o padrdo dose-dependente, a

auséncia de recuperacgdo significativa da viabilidade celular ao longo do tempo e a
possibilidade de definicdo da ICsp.

Dos 18 extratos em que foram determinadas as curvas-dose resposta, 08
atenderam aos critérios estabelecidos (Tabela 3). Estes 08 extratos, por sua vez,
foram testados também para avaliar o efeito citotoxico em linhagem celular n&o
tumoral de queratinéticos humanos HaCat, sob as mesmas condi¢cbes de ensaio

empregadas para a linhagem tumoral PC-12 Adh. Essa analise buscou realizar
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comparacao da sensibilidade de cada linhagem celular, tumoral e de queratindcitos
humanos (epitélio), aos efeitos citotdxicos dos extratos, uma vez que ambas tem alta
taxa de proliferacdo basal e teoricamente podem sofrer os efeitos citotoxicos

simultaneamente, num modelo in vivo.

. Tabela 3. Extratos de espécies vegetais e fungos do cerrado com efeito dose-dependente

em linhagem celular de feocromocitoma (n=8)

Espécie de Planta Parte da Planta Solvente
Apocynaceae
Allamanda blanchetti A.D.C Folha E
Fruto E

Erythroxyloaceae

Erytroxylum subrotundum Folha H
Fracao Hex:AcoEt
AcoEt
Rubiaceae
Genipa americana L. Var. caruto (H.B.K) K. Fruto H
Shum.
Fungos Endofiticos da Bauhinia variegata
Fungo 3
9

* Solventes: A- Aquoso, E- etandlico, H-hexanico, Hex:AcoEt — Hexano:Acetato de Etila, AcoEt:
Acetato de Etila

A partir da analise da citotoxicidade em queratindcitos HaCat, foi definido
novo critério de selecdo, de que a toxicidade observada nessa linhagem nao
tumoral de queratindcitos fosse semelhante ou inferior a observada na linhagem
tumoral. Este critério comparativo entre as linhagens foi proposto como uma

predicdo de possiveis efeitos toxicos in vivo.

Os resultados obtidos mostraram que apenas 04 extratos (Allamanda
blanchetti folha etandlico, Allamanda blanchetti fruto etandlico, Erythroxylum
subrotundum folha hexéanico, e Fragdo Hex:AcoEt do Erythroxylum subrotundum)
apresentaram efeito citotoxico em queratindcitos semelhante ou inferior ao verificado

em células de feocromocitoma. Esses resultados encontram-se detalhados a seguir.
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4.4.1. Allamanda blanchetti A.D.C
4.4.1.1. Extrato etandlico da folha da Allamanda blanchetti A.D.C

O extrato etandlico da folha da Allamanda blanchetti A.D.C apresentou
toxicidade entre 20% e 60% nos tempos de analise de 24 horas e 48 horas na
linhagem celular de Feocromocitoma, monstrando que seu efeito € mantido de forma
semelhante. Os ICsy calculados pelo programa GraphPad Prisma 5® foram de

~242.8 pg/mL e ~93.58 ug/mL, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13. Curvas dose-resposta do efeito citotoxico do extrato etandlico da folha da
Allamanda blanchetti A.D.C com 24 e 48 horas de tratamento em linhagem celular de

feocromocitoma, PC-12 Adh.

Para a linhagem celular ndo tumoral de queratinécitos, este extrato
apresentou toxicidade entre 25% e 45% no tempo de analise de 24 horas e entre
45% e 70% em 48 horas. Os ICsg calculados foram de ~563,9 pyg/mL e 689,5 ug/mL,

respectivamente.

Assim, observou-se que este extrato apresentou efeito semelhante entre as
duas linhagens celulares, porém com valores de ICsp um pouco menores na

linhagem tumoral (Figura 14).
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Figura 14. Curvas dose-resposta do efeito citotdxico do extrato etandlico da folha da

Allamanda blanchetti A.D.C em linhagem celular de queratinécitos humanos HaCat

4.4.1.2. Extrato etandlico do fruto da Allamanda blanchetti A.D.C

O extrato etandlico do fruto da Allamanda blanchetti A.D.C apresentou
toxicidade entre 30% e 80% no tempo de andlise de 24 horas e entre 20% e 70% 48
horas na linhagem celular de Feocromocitoma, com um minimo decaimento do
efeito toxico. Os ICsq calculados pelo programa GraphPad Prisma 5® foram de 542.3

Mg/mL e 309.9 pg/mL, respectivamente (Figura 15)
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Figura 15. Curvas dose-resposta do efeito citotoxico do extrato etandlico do fruto da

Allamanda blanchetti A.D.C em linhagem celular de feocromocitoma PC-12 Adh.
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Para a linhagem celular ndo tumoral de queratindcitos, apresentou toxicidade
entre 20% e 50% no tempo de analise de 24 horas e entre 10% e 70% em 48 horas.
Os ICs calculados foram de ~2580 ug/mL para 24 horas de analise e ndo calculavel
para 48 horas.

Estes resultados sugerem efeito toxico superior na linhagem celular tumoral,
porém com algum grau de ambiguidade, considerando o formato da curva para o
tratamento de 24 horas e a impossibilidade de definicdo do ICsp no de 48 horas
(Figura 16).
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Figura 16. Curvas dose-resposta do efeito citotoxico do extrato etanélico do fruto da

Allamanda blanchetti A.D.C em linhagem celular de queratinécito HaCat.

4.4.2. Erythroxylum subrotundum
4.4.2.1. Extrato Hexanico da Folha do Erythroxylum subrotundum

O extrato hexanico da folha do Erythroxylum subrotundum apresentou
toxicidade entre 10% e 50% no tempo de analise de 24 horas e entre 0% e 70% em
48 horas na linhagem celular de Feocromocitoma, demonstrando que seu efeito é
potencializado com o aumento do tempo nas mesmas concentracbes. Os ICsg
calculados pelo programa GraphPad Prisma 5® foram de ~509.7 ug/mL e 795.5
pg/mL, respectivamente (figura 17).
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Figura 17. Curvas dose-resposta do efeito citotoxico do extrato hexénico da folha do
Erythroxylum subrotundum em linhagem celular de feocromocitoma PC12-Adh.

Para a linhagem celular ndo tumoral de queratindcitos, apresentou toxicidade
sem efeito dose-dependente no tempo de andlise de 24 horas e entre 40% e 70%
em 48 horas. O ICsq calculado para 48 horas foi de ~941,3 ug/mL.

Este extrato demonstrou efeito semelhante entre as duas linhagens celulares
em 48 horas, porém nao foi possivel a comparacdo para o tempo de 24 horas.
Entretanto, os valores de ICso foram um pouco menores na linhagem tumoral com o

tratamento por 48 horas (Figura 18).
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Figura 18. Curvas dose-resposta do efeito citotéxico do extrato hexanico da folha do

Erythroxylum subrotundum em linhagem celular de queratinécito HaCat.
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4.4.2.2. Extrato da Fracdo Hex:AcoEt do Erythroxylum subrotundum

O extrato Fracdo Hex:AcoEt do Erythroxylum subrotundum apresentou
toxicidade entre 30% e 60% no tempo de andlise de 24 horas e 48 horas na
linhagem celular de Feocromocitoma, demonstrando que seu efeito é mantido de
forma semelhante. Os ICsq calculados pelo programa GraphPad Prisma 5® foram de

250.7 ug/mL e 291.6 ug/mL, respectivamente (Figura 19).

Fracdo Hex:AcoEt 24h Fracdo Hex:AcoEt 48h
551 801
E 50+ § 60-
3 e
9 454 8
) O 401
S 40- S
=
E < 20
S 35-
30 T T T 1 0 T T T 1
15 20 o5 30 35 1.5 2.0 2.5 3.0 35
Log C LOg C

Figura 19. Curvas dose-resposta do efeito citotéxico da fracdo Hex:AcoEt do

Erythroxylum subrotundum em linhagem celular de feocromocitoma PC-12 Adh.

Para a linhagem celular ndo tumoral de queratindcitos, a toxicidade néao foi

comparavel com a célula tumoral, pois ndo houve efeito dose-dependente

reprodutivel (Figura 20).
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Figura 20. Curvas dose-resposta do efeito citotoxico da fracdo Hex:AcoEt do

Erythroxylum subrotundum em linhagem celular de queratindcito HaCat
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. Esta fragao apresentou resultado muito semelhante ao extrato hexanico da
folha do Erythroxylum subrotundum, do qual foi obtido, possivelmente contendo os

compostos quimicos responsaveis pela acao desta planta.

4.5. IDENTIFICACAO DOS COMPONENTES QUIMICOS NOS EXTRATOS
COM ATIVIDADE CITOTOXICA

Os extratos que apresentaram efeito citotoxico nas células tumorais, curva
dose-resposta adequada e efeito citotoxico semelhante ou inferior nas células ndo
tumorais foram submetidos a testes para identificacdo dos componentes quimicos
(Tabela 4)

Tabela 4. Extratos de espécies vegetais com atividade citotoxica avaliada em linhagem

celular tumoral de feocromocitoma e n&o tumoral de queratinécitos (n=4)

Espécie de Planta Parte da Solvente ICso (pg/mL) ICs0 (ng/mL)
Planta PC-12 Adh Hacat
Apocynaceae
Allamanda blanchetti A.D.C Folha E 242,8/93,58 563,9/689,5
Fruto E 542,3/309,9 2580/ -

Erythroxyloaceae

Erytroxylum subrotundum Folha H 509,7/795,5 -/941,3
Fragdo Hex:AcoEt 250,7/291,6 -/-

* Solventes: E- etandlico, H-hexanico, Hex:AcoEt — Hexano:Acetato de Etila.

Atendendo a esses critérios, 0os extratos etandlicos da folha e do fruto da
Allamanda blanchetti A.D.C foram utilizados nos ensaios de Polifendis Totais e
Flavondides. Foram construidas curvas de calibragéo utilizando o Acido Gélico para
os Polifendis Totais (Figura 21) e a Quercetina para os Flavondides (Figura 22).
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Figura 21. Curva de Calibracdo do Acido Galico para o Teste de Polifenois Totais

Os extratos etandlicos do Fruto e da Folha apresentaram concentracdes de
Polifendis Totais de 126,9 e 227,5 ug EAG/mg, respectivamente.
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Figura 22. Curva de Calibracéo da Quercetina para o Teste de Flavonoides

Os extratos diluidos apresentavam a coloracdo amarelada anteriormente ao
teste de ensaio de flavonoides, caracterizando uma possivel interferéncia avaliada
com a leitura do extrato e dos reagentes separadamente no mesmo comprimento de
onda. Para o ensaio de Flavonoides, os extratos etandlicos do Fruto e da Folha
apresentaram concentracbes de 2,8 e 94 ug de EQ/ mg de extrato,

respectivamente.

O extrato etandlico da folha apresentou concentragdes superiores em ambos

os testes, e sua atividade citotoxica nas células tumorais foi superior ao extrato
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etandlico do fruto, podendo haver uma relacdo entre a concentragdo dos
componentes quimicos do extrato e o efeito observado.

O extrato hexanico da folha do Erytroxylum subrotundum e sua fracao
Hex:AcoEt foram utilizados no ensaio de Cromatografia de Camada Delgada. A
primeira analise foi realizada para identificacdo do grupo quimico e os dois extratos

avaliados apresentaram como componente principal terpenos.

ApoGs esta identificagdo priméaria, uma nova cromatografia foi realizada
utilizando os padrbes de Terpenos disponiveis no Laboratério de Controle de
Qualidade da Faculdade de Ciéncias de Saude da UnB: Acetato de lupeila, Acetato
de L-amirina, Lupeol, B-friedelinol, Friedelina, Acido ersodlico, Acido purednico e
Acido linoleico. O terpeno presente no extrato bruto da folha e em sua fracdo ndo
correspondeu aos padrbes utilizados no ensaio. Assim, torna-se necessaria a

comparag¢ao com outros padroes.
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5. DISCUSSAO

O bioma Cerrado possui flora caracteristica e de grande diversidade, que
ocupa mais de 02 milhdes de quildbmetros quadrados da area do Brasil. NUumero
crescente de plantas com potencial terapéutico vem sendo identificadas e
representam patrimonio biologico e cientifico de grande valor para o pais (Burman,
1991).

Atualmente, a possibilidade de producdo em escala industrial e o uso clinico
de quimioterapicos derivados de plantas suportam a existéncia de projetos para o
desenvolvimento de farmacos baseados em produtos naturais. Paclitaxel, Alcaloides
da Vinca e Etoposideo sdo alguns antineoplasicos amplamente utilizados no
tratamento de diversos tipos de céancer, e constituem moléculas originalmente
isoladas a partir de drogas vegetais (Younes, Varella e Suffredini, 2007). Assim, a
proposta de desenvolvimento de novos biofarmacos com atividade antitumoral tem
sido revisitada ao longo da ultima década. Paralelamente, o0 maior entendimento dos
aspectos moleculares da biologia tumoral traz a tona a grande complexidade
estrutural das moléculas que interagem com alvos especificos nas células de

mamiferos.

Nesse sentido, a diversidade da flora brasileira em geral, e do Cerrado
especificamente, ainda permanece relativamente pouco explorada em comparacao a
de outras regides do planeta, como a China e india, por exemplo.. Entretanto,
observa-se interesse crescente na bioprospeccdo de biomas brasileiros diante de
sua grande diversidade e riqueza de compostos quimicos. Assim, programas de
rastreamento de plantas com potencial terapéutico tém sido estimulados no Brasil
como estratégia para ampliar a identificagdo de substancias com atividade

terapéutica.

O presente estudo constitui parte de um projeto maior que recebeu o apoio
de instituicbes de pesquisa e saude nacionais (Conselho Nacional de Pesquisa -
CNPq, Fundacbes de Amparo a Pesquisa - FAPs, Ministério da Ciéncia e Tecnologia
- MCT, dentre outros) e que envolve um conjunto de trabalhos voltados a
Bioprospeccédo do Cerrado para o desenvolvimento de novos farmacos. A partir de

um modelo de tumor que vem recebendo interesse e destaque progressivo na
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literatura cientifica internacional, esse estudo engloba 0s requisitos que o tornam
ferramenta importante em consonéancia com as politicas nacionais atuais. A partir de
rastreamento realizado a partir de 65 extratos de plantas e fungos do Cerrado, foi
estabelecida atividade citotoxica desses extratos em linhagem celular de
feocromocitoma, um modelo raro de tumor, porém com mecanismos de
tumorigénese peculiares comuns a varios outras neoplasias malignas. Além disso,
0s tratamentos disponiveis em nosso pais para tumores neuroenddécrinos em geral,
incluindo o feocromocitoma, ainda sao escassos e de eficacia limitada, o que

justifica a busca por compostos a partir do patriménio natural do pais.

A partir de uma ampla triagem bioldgica dos extratos de plantas e fungos do
Cerrado para a verificacdo da atividade antitumoral em linhagem celular de
Feocromocitoma, o presente estudo possibilitou a identificacdo de 03 extratos brutos
(Extratos etandlicos da folha e do fruto da Allamanda blanchetti ADC e extrato
hexanico da folha do Erythroxylum subrotundum) e 01 fracdo (Fracdo
Hexano:Acetato de Etila do extrato hexanico da folha Erythroxylum subrotundum)
que foram capazes de induzir inibicdo da viabilidade celular de forma dose-

dependente, in vitro.

Os extratos etandlicos da folha e do fruto da Allamanda blanchetti ADC
apresentaram efeito dose e tempo dependente nos ensaios de citotoxicidade, com
taxa de inibicdo na concentragdo maxima da curva dose-resposta de
aproximadamente 60 e 80%, respectivamente. Os valores calculados para ICsg
foram menores na linhagem tumoral quando comparada a linhagem n&o tumoral
Hacat, mostrando uma possivel seletividade pelo tumor. As concentracdes
encontradas para a quantificacdo de polifendis totais e flavonoides estdo em
consonancia com a literatura, como descrito por Das e colaboradores (2014) que
utilizando os mesmos ensaios obtiveram concentracbes semelhantes a partir dos

extratos etanodlicos da folha e da casca da raiz da Crescentia cujete.

Observou-se ainda que o extrato etandlico da folha da Allamanda blanchetti
ADC possuia concentracdes mais elevadas de polifendis e de flavonoides quando
comparado ao extrato etandlico do fruto. Este achado, juntamente com o efeito

citotoxico superior obtido em concentracdes semelhantes e menor concentracao do
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ICs0, permite sugerir que os compostos quimicos identificados estdo relacionados
com a inibicao da viabilidade celular tumoral.

O extrato hexanico da folha do Erythroxylum subrotundum e Fracao
hexano:acetato de etila apresentaram efeito citotoxico dose e tempo-dependente,
com efeito maximo semelhante. Este resultado possibilita propor que esta fracdo é a

responsavel pela atividade tumoral.

Observou-se ainda que esses extratos apresentaram aparente maior
seletividade na célula tumoral, em relacéo a linhagem nao tumoral de queratindcitos,
E ainda, apontou a natureza dos constituintes quimicos identificados nestes extratos,
que pertencem ao grupo dos flavonoides e dos terpenos, gerando assim
informacdes Uteis para estudos futuros que busquem identificacdo quimica direta de
moléculas associadas a atividade antineoplasica.

Os extratos da Allamanda blanchetti ADC e do Erythroxylum subrotundum
apresentaram uma faixa de acdo citotéxica superior ao Maleato de Sunitinib®.
Observou-se toxicidade superior em comparacdo indireta entre as concentracfes
iniciais e finais entre os extratos e o medicamento. E importante ressaltar ainda que
o0 medicamento teve decaimento do efeito exceto em suas concentracOes finais,

enquanto a atividade do extrato foi mantida dose e tempo dependente.

Ressalta-se que o feocromocitoma maligno caracteriza-se por grande
resisténcia aos tratamentos citotoxicos tradicionais, e a limitada resposta da
linhagem celular ao efeito dos extratos concorda com a observada complexidade
das respostas tumorais a terapéutica utilizada na pratica clinica e nos estudos in

vitro e in vivo.

Verificou-se que os extratos etandlicos do fruto e da folha da Allamanda
blanchetti A.D.C demonstraram atividade antitumoral para feocromocitoma e incluem
em sua composicdo uma alta concentragdo de flavonoides. Em consonancia,
Schmidt e colaboradores haviam previamente observado atividade antiproliferativa
dos extratos etandlicos da Allamanda blanchetti e Allamanda schottii em linhagem
celular de Leucemia K562. Nesse trabalho, a citotoxicidade foi superior no extrato da
raiz quando comparado aos extratos da folha e caule. O extrato do caule da
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Allamanda schottii apresentou toxicidade 10 vezes menor na linhagem celular ndo
tumoral de endotélio, de maneira similar aos resultados aqui apresentados para a
linhagem de queratindcitos utilizada (Schmidt et al., 2006).

Schmidt e colaboradores também identificou em trabalhos anteriores a
presenca de lactonas iridoides nestes extratos e especulou que este extrato poderia
apresentar altas concentracbes de compostos com atividade especifica anti-
angiogénica, que é essencial para a nutricdo e progressao tumoral (Schmidt et al.,
2006). Interessantemente, vale ressaltar que o tratamento anti-angiogénico, com
inibidores do VEGF, tem sido proposto como nova ferramenta terapéutica alvo-
especifica para feocromocitomas (Saito et al., 2012).

Por sua vez, o extrato hexanico da folha da Erythroxylum subrotundum e sua
respectiva Fracdo Hexano:Acetato de Etila demonstraram atividade antitumoral na
linhagem de feocromocitoma, mas ndo foi encontrada atividade semelhante na
literatura descrita para esta espécie. Considerando serem plantas da mesma familia,
vale mencionar que Prayong e colaboradores identificaram atividade citotoxica na
espécie Erythroxylum cuneatum para a linhagem tumoral de hepatocarcinoma

humano, HepG2. (Prayong, Barusrux e Weerapreeyakul, 2008).

Os demais extratos avaliados, mas que ndo atenderam a todos os critérios
estabelecidos nesta pesquisa, ndo devem ter sua atividade antitumoral descartada.

Pois podem apresentar esta atividade em outras linhagens tumorais.

Conceigéo e colaboradores identificaram a inibicdo da proliferagdo celular
placentaria com a utilizacdo do extrato do fruto da Genipa americana (Da Conceicao
et al., 2011). Ferreira e colaboradores demonstram que o inibidor de protease
extraido da Bauhinia rufa pode ser utilizado na semissintese de um inibidor
recombinante com atividade em linhagem celular de prostata androgeno-dependente
(Ferreira et al., 2013). Em conjunto, esses estudos somam informacdes identificadas
a partir de metodologias muito semelhantes a do presente trabalho e que requerem
maior detalhamento com vistas a identificacdo de moléculas com atividade

antitumoral.
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Como revisado por Zhang varios estudos sugeriram que os alcaloides
produzidos pelos fungos endofiticos possuem efeito antimicrobiano, inseticida,
citotdéxico e anticancerigeno (Zhang et al., 2012). Embora os fungos aqui estudados
nao tenham apresentado atividade citotoxica significativa e sustentada, outros

estudos em outras espécies podem trazer novas contribuicdes.

E necessario considerar as possiveis limitacdes dos ensaios aqui realizados,
que dizem respeito principalmente a variabilidade intrinseca dos resultados
observados com células em cultura. Entretanto, a identificacdo de 04 extratos com
atividade citotoxica dose-dependente e sustentada, e de seus componentes
guimicos principais, a partir de uma triagem inicial de 65 extratos do Cerrado, torna
esse estudo Util para o seguimento de experimentos biomonitorados com os

mesmos (Figura 23).

/

Extratos: 55 de Plantas + 7 de fungos + 3 Fracdes

y A

Atividade Citotoxica: 18 extratos

\ J
4 . - N
Curva Dose-resposta: 4 extratos
\ J
( \ - )

Grupos Quimicos: Flavondides e Terpenos

V

Figura 23. Triagem biologica de plantas e fungos endofiticos do Cerrado em linhagem celular

de feocromocitoma

Outros ensaios e analises poderdo ser realizados para a melhor
caracterizacdo da atividade antitumoral das espécies do Cerrado no
Feocromocitoma. A caracterizacao do perfil de morte celular, avaliagdo de potenciais
interferéncias no padrdo de secrecdo de catecolaminas, andlise da expressdo de

genes e/ou proteinas envolvidas na proliferacao celular e na angiogénese do tumor
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sdo promissores. E ainda, novos testes e analises para isolamento e identificacdo
dos compostos responsaveis pela atividade antitumoral, desenvolvimento e
otimizacdo de técnicas para aumentar o rendimento das extracbes a partir de

produtos naturais.
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6. CONCLUSAO

A investigagéo da existéncia de atividade antitumoral de extratos de plantas e
fungos do Cerrado em linhagem de células de feocromocitoma é importante para a
busca de moléculas para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento

do Feocromocitoma.

Os resultados obtidos pela analise da citotoxicidade dos extratos, do efeito
dose-dependente, comparacdo da citotoxicidade em linhagem celular ndo tumoral e

identificacdo dos componentes quimicos nos permitiram concluir:

e Quatorze extratos de espécies de plantas e dois extratos de fungos nativos do
Cerrado apresentaram atividade citotbxica em linhagem celular de
feocromocitoma;

e Duas fracbes do extrato hexanico do Erythoxylum subrotundum apresentaram
atividade citotéxica Cerrado em linhagem celular de feocromocitoma,;

e Qito extratos das espécies nativas do Cerrado foram capaz de induzir a morte
celular em linhagens de células de feocromocitoma com dose calculavel,

e Os extratos etandlicos da folha e do fruto da Allamanda blanchetti ADC, e o
extrato hexanico da folha do Erythoxylum subrotundum e sua fragcéo
Hexano:Acetato de Etila apresentaram atividade citotoxica semelhante ou
inferior de em linhagem celular ndo tumoral;

e Os extratos etanodlicos da folha e do fruto da Allamanda blanchetti ADC
apresentaram concentracdes elevadas de flavonoides, e o extrato hexanico
da folha do Erythoxylum subrotundum e sua fragdo Hexano:Acetato de Etila
apresentaram a presenca de terpenos, como grupos quimicos possivelmente

responsaveis pela atividade antitumoral.
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