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RESUMO

As moléculas antineoplasicas derivadas de plantas tém ganhado atencéo
frente aos tratamentos convencionais do cancer. Assim, esse trabalho tem como
objetivo avaliar a atividade antineoplasica de extratos de plantas derivadas do
Bioma Cerrado em linhagens de carcinoma de cabeca e pescoco (HNSCC).
Também, objetiva-se averiguar a acdo concomitante do tratamento radioterapico
associado aos extratos de plantas do Cerrado e o possivel sinergismo entre eles,
além de identificar vias de acdo e substancias com potencial biolégico nas
linhagens de HNSCC. Para os experimentos foram usados extratos de folhas das
espécies Erythroxylum daphnites, E. suberosum, E. subrotundum, Pouteria
ramiflora e P. torta provenientes do bioma Cerrado. Para cada planta foram
produzidos trés diferentes extratos divididos de acordo com sua solubilidade e
polaridade, sdo eles: aquoso, etandlico e hexanico. Os extratos com maior
atividade citotoxica tiveram sua concentracdo de IC50 definidas e passaram por
novos testes a fim de determinar o0 mecanismo de acdo. Dentre os 15 extratos
testados, o extrato hexanico de E. daphnites (EDH) foi o que apresentou maior
toxicidade para a linhagem SCC-9 (carcinoma de lingua) e extrato hexanico de E.
suberosum (ESH) para a linhagem FaDu. De maneira geral os extratos induziram
efeito citotoxico supraaditivo quando comparado as linhagens que receberam
apenas irradiacdo. O extrato EDH apresentou ainda atividade antiproliferativa,
estabilizacdo do ciclo celular na fase GO/G1, diminuicdo de expressao das ciclinas
D e E e aumento de expressao das proteinas pl6 e p21, além de ter atividade
apoptotica comprovada pela expressédo de caspase 3. O extrato ESH, apesar de
citotoxico, ndo possui efeito antiproliferativo para a linhagem FaDu e o perfil de
morte descrito foi apenas o de necrose. Os triterpenos foram o0s principais
constituintes encontrados nos extratos com melhor resposta citotoxica. Diante dos
resultados obtidos, esse estudo demonstra a relevancia biologica das substancias
advindas de plantas do Cerrado e destaca o extrato EDH como uma opcéo

promissora para o tratamento do carcinoma de lingua.

PALAVRAS CHAVES: Extratos, Cerrado, HNSCC, Apoptose, Ciclo celular



ABSTRACT

Antineoplastic effects of molecules derived from plants have recently gained
increased attention as an additive to traditional therapies. This study aims to
investigate the antineoplastic activity of plant extracts derived from the Cerrado
biome in head and neck carcinoma cell lines. It also investigates the concomitant
activity of radiotherapic treatment associated with plant extracts and the possible
synergism between them, identify action mechanisms and possible active
substances with biological activity for HNSCC cells. For the experiments, leaf
extracts of plant species Erythroxylum daphnites, E. suberosum, E. subrotundum,
Pouteria ramiflora and P. torta from Cerrado Biome were used. Of each plant,
three extracts were produced according to their solubility and polarity: aqueous,
ethanolic and hexanic. Extracts with increased activity had the IC50 concentration
defined. New assays were done to determinate mechanism of action and probable
constitution. Among 15 extracts tested, hexanic extract from E. daphnites (EDH)
showed the highest toxicity for SCC-9 and hexanic extract from E. suberosum
(ESH) for FaDu cells. Generally extracts induced supra-additive cytotoxic effect
compared with cells that received only radiation. The extract EDH also showed
antiproliferative effect, stabilization of cell cycle on GO/G1 phase, decreased levels
of ciclins D and E, and increased labeling of proteins pl6 and p21, as well as
apoptotic activity proven by expression of caspase 3. Extract ESH, despite
cytotoxicity activity, didn’t show antiproliferative result on FaDu cell line and the
profile of cell death described is only necrosis. Triterpenes are major constituents
found in both extracts with better cytotoxic index. Based on these dates, this study
highlights the potential biological relevance of Cerrado plants and EDH emerges as

a promising option for the treatment of tongue cancer.

KEY WORDS: Extracts, Cerrado, HNSCC, Apoptosis, Cell Cycle
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1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

Segundo dados da OMS (Organizacdo Mundial de Saude) em 2012, mais de 8
milhdes e 200 mil mortes foram provocadas por cancer. No Brasil, as estimativas para
0 ano de 2014 apontam a ocorréncia de aproximadamente 18.150 novos casos de
carcinoma de cabeca e pescoco em homens e 4.780 em mulheres, o que corresponde
a um risco estimado de 11,54 e 7,03 novos casos a cada 100 mil homens e 3,92 e 0,75
a cada 100 mil mulheres de céncer de cavidade oral e laringe respectivamente (INCA).
O carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (HNSCC) compreende tumores da
mucosa do trato aereodigestivo superior como cavidade oral, orofaringe, laringe e
faringe (Warnakulasuriya, 2009). Dentre este subtipo constata-se que 48% dos casos
sdo de cancer de boca e que 90% podem ser classificados como carcinoma
espinocelular (de células escamosas ou epidermdide) (Jemal et al., 2009).

Os fatores de risco mais comuns para o desenvolvimento do cancer de cabeca e
pescoco sao o uso do tabaco e o consumo de alcool (Scully e Bagan 2007; Hecth et al.,
2003; Amarasinghe et al., 2010; Belcher et al., 2014). Juntos esses fatores tém um
efeito mutagénico sinérgico e aumentam consideravelmente a chance de
desenvolvimento do cancer. A infeccdo por HPV de alto risco também pode ser citada
como um fator para o desenvolvimento desta doenca, principalmente para os
carcinomas em regido de orofaringe, mas especificamente em tonsila (Thavaraj et al.,
2011).

Para os carcinomas HPV positivos 0 processo de canceriza¢ao esta intimamente
ligado a presenca de dois oncogenes (E6 e E7) nos virus chamados de alto-risco,
principalmente o HPV 16. A presenca desses oncogenes inativa p53 e a proteina do
retinoblastoma (pRb) ocasionando alteracéo no ciclo celular e provavel malignizagcéao
das células infectadas. Por néo ter o gene supressor de tumor, TP53, mutado e sim
inativado, esses carcinomas definidos como HPV positivos parecem ter um melhor
prognoéstico do que os HPV negativos (Chung e Gilison, 2009). Os carcinomas HPV
negativos nao tém sua via de cancerizacao totalmente esclarecida, sendo que alguns

genes ja estdo estabelecidos como participantes desse processo (CDKN2A, PTEN,
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TP53, SMAD4, PIK3CA, EGFR, MET, CCND1), (Leemans et al., 2011). Clinicamente a
sobrevida global apds 2 anos de tratamento com cisplatina e radioterapia em paciente
com carcinoma de cabeca e pescoco HPV negativos é pior (65,8%) do que a
observada em pacientes HPV positivos (87,9%). A afirmacdo também é valida ao

avaliar a sobrevida livre de progresséo da doenca (Chung e Gilison, 2009).

1.1 Apoptose, ciclo celular e genes envolvidos na carcinogénese

Alteracdes genéticas sdo as grandes responsaveis pelo desenvolvimento do
cancer, desse modo a expressao descontrolada de oncogenes e genes supressores de
tumor assim como as mutacdes em genes envolvidos na via apoptoética levam a
instabilidade genémica com consequente progressdo para neoplasia (Malumbres e
Barbacid, 2001). Muitas dessas mutacdes sado encontradas em genes que regulam a
progressao para a fase G1 do ciclo celular (Foster et al., 2011; Masamha e Benbrook,
2009).

O ciclo celular compreende quatro fases distintas G1, S, G2 e M que culminam
com a cépia do material genético celular seguido por posterior divisdo de todos os
componentes celulares em duas células idénticas (Malumbres e Barbacid, 2001). A
transicdo pelas fases do ciclo se d& pela ativacdo coordenada das proteinas CDKs e
seus ligantes. Complexos ciclinas-CDKs operam em diferentes pontos do ciclo celular
(Carnero, 2002). As ciclinas dependentes de quinase (CDKs) sdo grupos de quinases
serina/treonina que formam complexos heterodimeros ao se ligarem as ciclinas. As
CDKs, CDK2, CDK4, CDK6 e possivelmente CDK3 sado as principais responsaveis pela
transicao do ciclo da fase G1 para a fase S, para isso elas tém de se ligar as ciclinas D
(CDK4, CDK®6), E (CDK2) e A (CDK2), mas elas podem ter sua acao inibida por CKiIs.
Os CKis (inibidores de ciclina), séo divididos em dois grupos: membros da familia INK4
(p16, p15, p1l8 e pl9), que exercem sua atividade inibitéria ligando-se as proteinas
CDK4 e CDK®6, o que previne a ligacdo destes a ciclina D; e os membros da familia
WAF/KIP (p21, p27, p57), qgue agem formando complexos heterodimeros com as CDKs

da fase de transicdo G1/S) (Malumbres e Barbacid, 2001). Uma vez que a célula
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progride da fase G1 para a fase S ela esta comprometida com a replicacdo do DNA e
divisao celular (Masamha e Benbrook, 2009).
Outro importante regulador do ciclo € o gene pRB (retinoblastoma) e seu produto

a proteina pRB. Na sua forma hipofosforilado (ativa) encontra-se ligado a proteina E2F

que estimula a transcricdo de varios genes envolvidos na fase S. Uma vez ligado a

pRB, 0 E2F se torna inativo e o ciclo celular fica paralisado na fase G1. Os complexos

ciclina-CDKs ocasionam a fosforilacdo de pRB, que nessa situacdo se torna inativa e

libera E2F permitindo a progressdo do ciclo que culmina em proliferacdo celular
(Masamha e Benbrook, 2009; Bertoli et al., 2013).
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Figura 01: Representacdo esquematica do ciclo celular desde sua fase inicial G1, até o momento da
Sobolewski et al, 2010.

divisdo celular propriamente dita, mitose e seus devidos reguladores. Figura proveniente do artigo de

A apoptose, também chamada de morte celular programada, € uma mecanismo

de fundamental importancia em diversas fases do desenvolvimento, participando
ativamente da regulacéo do sistema imune e homeostase nos individuos multicelulares.

Falhas no controle desse mecanismo desencadeiam diversas doengcas como as
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neurodegenerativas, as autoimunes e o cancer (Park, 2012). Como o cancer € causado
pela disfuncdo do processo apoptoético, o objetivo principal dos agentes antineoplasicos
convencionais (quimioterapicos) ou nao (extratos, “garrafadas”, chas caseiros) é a
inducdo de morte celular nas células malignas, preferencialmente reativando os

mecanismos apoptaticos (Sakagami et al., 2007).
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Figura 02: Vias intrinseca e extrinseca da apoptose e sua interconexao (Best SM, 2008).

Os principais genes envolvidos nos processos que desencadeiam a cascata
apoptotica sdo PISK/AKT, mTOR, ERK, MAPK, STAT, HIF-1a, HSP90, Bcl2, EGFR e
VEGF (Kanwar et al., 2012). A superexpressdao de EGFR esta relacionada ao
desenvolvimento de varios tumores epiteliais. Em relacdo ao carcinoma de cabeca e
pescoco, ja esta descrito que o receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) é
superexpresso em 95% dos casos, e geralmente esta associado ao pior progndéstico e
resisténcia ao tratamento (Freudlsperger et al., 2011). A cascata de sinalizac&o ativada

por EGFR inclui STAT1, fosfatidilinositol-3-quimiase (PI3K), com consequente ativacao
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de AKT, da cascata Ras/MAPK/ERK e da fosfalipase c-Y (PLC-Y), e contribui
significantemente para a sobrevivéncia, proliferacdo e tumorigénese de cabeca e
pescoco (Williams, 2010; Brand et al, 2011). A via PI3K/AKT/mTOR também tem
fundamental importancia para o estudo do desenvolvimento desse tipo de carcinoma
(Zhou et al., 2010). Essa via desempenha um papel critico na sobrevivéncia e
crescimento de células neoplasicas (Martelli et al., 2010). Pelo controle da ativacdo do
MTOR quinase e seus efetores, esta rede celular, em ultima analise, regula a traducéo
do mRNA de genes que codificam proteinas pré-oncogénicas e, assim, promovem a
sobrevivéncia de células neoplésicas. Assim sendo, inibidores de mTOR como a
ranpamicina, tem sido um importante alvo no tratamento do cancer (Zhou et al., 2010).

A angiogénese também desponta como um fator primordial para a manutencéao
das células neoplasicas. A superexpressao de fator de crescimento vascular (VEGF) e
interleucina 8 (IL-8) esta associada ao carcinoma espinocelular. A hipdxia atua como
fator estimulante de angiogénese e por isso, altos indices de HIF-1a (fator indutor de
hipoxia-1) também estdo presentes no carcinoma de cabeca e pescoco (Williams,
2010). A citocina MIF (fator inibitério de migracdo de macréfago) € conhecida como
citocina chave de ligacdo entre a inflamacdo e a tumorigénese. Esta citocina atua no
estroma tumoral promovendo angiogénese e escape do sistema-imune, principalmente
através de sua ligacdo ao receptor CD74 (Girard et al., 2012). Outro importante
mecanismo de estimulacdo da angiogénese em carcinoma de cabeca e pescoco é
mediado por GALR2 (receptor de galanina 2) que através da via p38-MAPK estimula a
secrec¢do de citocinas pro angiogénicas, VEGF e IL-6 (Banerjee et al., 2014).

A deficiéncia funcional de PTEN (Phosphatase and tensin homolog), gene
supressor tumoral, também é bastante encontrada nos casos de cancer de cabeca e
pescoco (Freudlsperger et al., 2011). Outro gene bastante estudado é o P53, cuja
inativacdo em um dos componentes de sua cascata leva a perda funcional e
consequentemente ao desenvolvimento e maior agressividade tumoral. Ja a delecao de
P53 ou a expresséo alterada de proteinas (mutacdo apenas no gene) esta relacionada
a resisténcia quimio e/ou radioterapica (Ota et al.,, 2012). A HSP90 (proteina de
choque-térmico 90) também esta relacionada a resisténcia aos tratamentos quimio e

radioterapicos. O uso de inibidor de HSP90 em carcinoma de cabeca e pescocgo
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melhorou significativamente a resposta aos tratamentos propostos (Friedman et al.,
2013)

A familia Bcl exerce importante papel no controle da apoptose. Essa familia
possui membros anti-apoptéticos (Bcl-2, Bel-x e Mcl-1), pro-apoptoticos (Bax e Bak) e
sensores de lesdo (Bim, Bid, Bad). Frente a uma agressao os sensores de lesao
reconhecem o estimulo e promovem a liberagdo de membros pré-apoptoticos da familia
Bcl, permitindo assim o aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial, com
subsequente extravasamento da proteina citocromo ¢ e apoptose. Assim sendo a
superexpressdo de membros anti-apoptéticos ou a subexpressdo dos membros pré-
apoptoéticos da familia Bcl contribuem significativamente para o desenvolvimento do
carcinoma (Riedl e Shi, 2004).

Conhecer os genes e as proteinas que participam tanto do processo de divisdo
celular, como na indugcdo apoptética € de fundamental importancia para entender o
processo de carcinogénese. Uma vez que a mutacdo ou delecdo de um ou mais
desses genes esta diretamente relacionada a instalacdo e progressdo de uma
infinidade de tipos tumorais. Esses genes constituem importantes alvos terapéuticos na
busca de novas drogas mais eficazes e com menores efeitos colaterais em pacientes

portadores de algum tipo de neoplasia (Kanwar et al., 2012).

1.2 Tratamento

Apesar da alta incidéncia do carcinoma de cabeca e pescoco, as terapias néo
sdo muito eficazes. Pacientes com carcinoma de cabeca e pescoc¢o recorrentes ou
metastaticos tém progndstico ruim e opg¢des limitadas para tratamento que dependem,
basicamente, da extenséo da lesdo e das condi¢fes sistémicas do paciente. Dentre as
opcOes terapéuticas destacam-se a cirurgia para resseccao da area tumoral, a
radioterapia, a quimioterapia ou a associacdo de quimioterapia e radioterapia. Para os
pacientes em que nao é possivel fazer nenhum dos tratamentos supracitados a Unica
alternativa é oferecer cuidados paliativos e de suporte para melhorar a qualidade de
vida (Massa et al., 2010; Belcher et al., 2014). De qualguer maneira antes de se indicar

um tratamento especifico para o cancer de cabeca e pescoco deve-se balancear os
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efeitos positivos do tratamento e os efeitos adversos causados por estes nos pacientes
(Scully e Bagan, 2009).

A cirurgia para resseccdo tumoral continua sendo o tratamento mais bem
estabelecido, inicial e definitivo para a maioria das pessoas portadoras de cancer de
cabeca e pescoco. A escolha pelo tratamento cirdrgico depende muito do tamanho,
local, profundidade, infiltracdo e envolvimento 6sseo do tumor (Shah e Gil, 2009). E
importante salientar que sempre que o tratamento escolhido for a cirurgia é necessario
nao so remover o tumor, mas também o tecido marginal adjacente (possiveis “sitios de
cancerizagao”). Além disso, na maioria dos casos também deve ser removida toda a
cadeia linfatica cervical, visto que essa corresponde a 80% dos casos de via de
disseminagcdo metastatica associados ao carcinoma de cabeca e pescoco (Pagedar et
al., 2009). Por isso o tratamento cirdrgico é considerado bastante agressivo e mutilante
para os pacientes submetidos a ele, diminuindo consideravelmente a qualidade de vida
dos afetados (Shah e Gil, 2009).

A radioterapia € uma opcao terapéutica para 0s pacientes com carcinoma de
cabeca e pesco¢o em estagios iniciais, e pode ser associada ou ndo a cirurgia ou a
quimioterapia (Bourhis et al., 2006). E importante lembrar que a radioterapia é a
modalidade que pode causar o maior niumero de efeitos adversos como alteracdes
mucocutaneas, perda do paladar, xerostomia, osteorradionecrose e necrose dos
tecidos moles. Caries dentarias, candidiase e dificuldade de alimentacdo podem
ocorrer principalmente devido a xerostomia induzida pela radiacdo (Vissink et al.,
2003). O fracionamento da radioterapia e a associacdo a quimioterapia ampliam as
taxas de sucesso do tratamento sem aumentar significativamente a toxicidade aos
pacientes (Scully e Bagan, 2009). Essa terapia concomitante tem como vantagem a
preservacdo de Orgaos e aumenta a taxa de sobrevida dos pacientes (Klug et al.,
2008). Nesse sentido os taxanos e 0os componentes de base-platino tém se mostrado
uma boa opc¢ao para a associacdo quimio/radioterapia. O uso de inibidores de EGFR,
como o cetuximab, também tem apresentado bons resultados para o controle loco
regional do carcinoma de cabeca e pescoco, principalmente em pacientes com
comorbidades médicas (Bourhis et al.,, 2009). Atualmente a cisplatina é bastante

utilizada no tratamento do cancer de cabeca e pescoco, no entanto as ceélulas
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neoplasicas tém desenvolvido certa resisténcia a esse quimioterapico (Abuzeid et al.,
2011). Como toda droga a cisplatina causa alguns efeitos adversos destacando-se
como principais a nefrotoxicidade, neurotoxicidade, ototoxicidade além de nauseas e
vomitos (Peres e Cunha, 2013). A quimioterapia configura uma terceira opc¢ao
terapéutica, podendo ser utilizada de diferentes formas para o tratamento do carcinoma
de cabeca e pescoco, principalmente em pacientes com HNSCC loco regional
associado a radiacdo. Pode também ser administrada como tratamento prévio a
cirurgia, ou tratamento paliativo para pacientes com cancer recorrente e/ou metastatico
(Specenier e Vermoken, 2009). O uso concomitante de quimioterapia e radioterapia no
pbés-operatorio de pacientes com tumores avancados de cavidade oral aumenta
significativamente a sobrevida desses pacientes, entre 2 e 5 anos em comparagao com
0 uso da radioterapia isolada. Ao optar pelo tratamento quimioterapico, a cisplatina

continua sendo a droga padrao a ser utilizada (Belcher et al., 2014).

1.3 Plantas no desenvolvimento dos farmacos

Produtos da biodiversidade correspondem a 31% das exportacfes brasileiras,
mas esse numero ainda pode ser ampliado se a biodiversidade for considerada fonte
de recurso para a descoberta e comercializacdo de inUmeras drogas (Ministério do
Meio Ambiente). Uma importante fonte de informacdes pode ser a propria cultura
popular, ja que grande parte da populacéo brasileira faz uso de plantas medicinais para
tratar suas doencas (Ministério do Meio Ambiente). Nas quatro edi¢cdes vigentes da
Farmacopeia Brasileira existem no total 321 diferentes espécies catalogadas como
plantas medicinais ou produtos vegetais (Brandéao et al., 2006). Esse dado comprova
gue o estudo das espécies vegetais brasileiras ainda estad longe de ser esgotado,
representado um grande potencial farmacéutico e econémico para o pais.

O uso de plantas para desenvolvimento de farmacos ndo € novo. Muitos dos
farmacos encontrados hoje no mercado sdo derivados de plantas (com atividade
popular medicinal ou n&o) e aqui pode-se destacar a camptotecina, vincristina,
vimblastina, taxol, podofilotoxina, combredastatina entre outros (Srivastava et al.,

2005). Apesar do grande numero de farmacos hoje existentes, que tiveram suas
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substancias ativas encontradas em plantas, muitas sdo as espécies que ainda nao

tiveram seu potencial farmacologico explorado.

Dentre as plantas medicinais utilizadas para o tratamento ou prevencdo do
cancer foram encontradas um total de 84 espécies. As espécies citadas com maior
frequéncia foram a Aloe Vera, a Euphorbia tirucalli e a Tabebuia impertiginosa. Desse
total de plantas, apenas 35,71% tiveram pelo menos um estudo farmacologico para
testar sua atividade (Melo et al., 2011). A atividade de extratos metandlicos derivados
das folhas de 51 plantas diferentes, colhidas na regido de Minas Gerais, em linhagens
de leucemia, cancer de mama e colo de utero foi avaliada. Dentre todos os extratos, 0s
pertencentes as espécies Agrimonia eupatoria, Arctium lappa, Calendula officinalis,
Cecropia pachystachya, Copaifera langsdorffii, Lantana camara, L. fucata e Momordica
charantina se destacaram como 0s mais citotoxicos, inibindo aproximadamente 90% do
crescimento das células tumorais estudadas em um “screening” inicial. Ao final do
trabalho as espécies L. fucata, C. langsdorffii e M. Charantia obtiveram melhor resposta
antitumoral, com valores de IC50 menores do que 30 ug/mL em pelo menos uma das
linhagens tumorais estudadas (Santos Juanior et al., 2010). As espécies Toulicia cf
pulvinata, Ampirrhox SP., Macoubea sprucei, Calophyllum brasiliense, Vismia
guianensis, Caryocar microcarpum, Xylopia aromatica e Distctella magnoliifolia também
apresentaram atividade citotoxica nas células de carcinoma de pulmao (Suffredini et al.,
2007).

A prevencao do cancer compreende uma estratégia promissora. Assim como
existem varios estudos que comprovam a atividade antineoplasica de extratos de
plantas medicinais, também existem plantas com atividade quimioprotetora. A
Hancornia speciosa, a Mansoa hirsuta e o Jacaranda canoa sdo trés espeécies que
apresentaram forte atividade quimioprotetora inibindo o NF-KB, a COX-1 e induzindo
elementos de resposta antioxidante (Entringer et al., 2010). O cha verde também
parece ter atividade quimioprotetora para o cancer de prostata, apresentando atividade
antioxidante, diminuindo o estresse oxidativo ao DNA (Henning et al., 2011).

Pacientes em tratamento para o cancer claramente apresentam uma debilidade
no sistema imune o que os torna fortes candidatos a infec¢cbes secundarias, que

diminuem ainda mais a qualidade de vida desses pacientes. As plantas, mais uma vez,
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parecem ser um importante recurso no tratamento desses pacientes. Panghal et al.,
2011, confirmaram a atividade antimicrobiana, de 8 plantas medicinais, que podem ser
usadas para tratamento de patdégenos encontrados em sangue e saliva de pacientes
em tratamento para cancer de boca, sdo elas: A. ternufolius, A racemosus, B.
aegyptiaca, E. alba, M. koenigii, P. murex, R. comunis e T. foenum graecum.

Dentre os varios biomas existentes no nosso pais, o Cerrado abrange cerca de 2
milhdes de Km? o que corresponde a aproximadamente 23% do territério nacional
(Ratter et al., 1997). Assim sendo, o Cerrado constitui uma importante fonte de
recursos para o desenvolvimento de drogas, sendo muitas espécies do Cerrado, ja
utilizadas popularmente para o tratamento de varias doencas, incluindo-se entre elas o
cancer. Mesmo tendo poucas pesquisas ha area, ja existem trabalhos que apontam as
plantas do Cerrado com atividade citotdéxica em linhagens de carcinoma (Elias et al.,
2013; Elias et al., 2014; Toledo et al., 2010; Mesquita et al., 2009).

1.3.1 Erythroxylaceae

7

A familia Erythroxylacea é extensa, compreende quatro géneros aos quais
pertencem 240 espécies de distribuicdo diversa podendo ser encontrada
endemicamente em paises como Venezuela, Brasil e Madagascar (Daly et al., 2004).
O Brasil é o pais que abriga a maior diversidade das espécies de Erythroxylum
(Oliveira et al., 2010). A Erythroxylum daphnites € uma das espécies pertencentes a
essa familia, tipica do bioma Cerrado, no Distrito Federal pode ser encontrada nas
chamadas matas de galeria n&o inundaveis. Popularmente é conhecida como fruta-de-
pomba, mas esse nome é dado a varias espécies da familia Erythroxylum (RIAC
Assentamento Monjolo, 2009). Ao testar possivel atividade biolégica dessa espécie,
comprovou-se que o extrato hexénico apresenta forte atividade citotdéxica e efeito
indutor de apoptose para uma linhagem de cancer de boca (Elias et al., 2014). Existem
vérios tipos de flavonoides encontrados em E. daphnites como o kampferol, a
quercetina, a ombuina, os monoglicosideos e os diglicosideos (Bohm et al., 1988).

Dentre as espécies encontradas no pais podemos destacar o Erythroxylum suberosum,
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planta do tipo arbusto, endémica da regidao do Cerrado, popularmente conhecida como
“cabelo-de-negro” (Nascimento et al.,, 2012). Os alcaloides se destacam como
componentes mais presentes nessa espécie, correspondendo a cerca de 20% do total
(Henrique e Simdes, 1999). Os alcaloides de tropano tém sido usados como
anestésicos, anti-heméticos, anti-hipertensivos e anticolinérgicos (Khattak et al., 2002).
O extrato etandlico dos galhos de E. suberosum apresentou atividade no bioensaio de
toxicidade para Artemia salina, o mesmo ndo foi comprovado no extrato etanodlico
proveniente das folhas, que parece ser inativo (Nascimento et al., 2012). Este teste €
usado como uma importante ferramenta, em estudos quimicos biomonitorados, para
detectar possivel atividade antitumoral de extratos. O extrato hexanico dessa espécie
mostrou ser bastante citotéxico para linhagens de HNSCC associado ou ndo a
radioterapia, induzindo necrose em linhagem de carcinoma de orofaringe (Elias et al.,
2014).

A planta Erythroxylum subrotundum é facilmente reconhecida pelas folhas
membranaceas, obovadas a largamente elipticas, as vezes suborbiculares, com apice
arredondado. Essa espécie pode ser encontrada em varios estados brasileiros como
Alagoas, Bahia, Ceara, Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais,
Pernambuco, Rio Grande do Norte e Rio de Janeiro (Loiola et al., 2007). Essa espécie
apresenta alto potencial antioxidante, sendo os valores mais significativos encontrados

na fragdo hexanica (Araujo et al.,2012).

1.3.2 Sapotaceae

O género Pouteria pertence a familia Sapotaceae, compreende
aproximadamente 430 espécies que podem ser encontradas em diversas regides do
pais (Almeida et al., 1998). As plantas pertencentes as espécies ramiflora e gardnerii
sdo encontradas basicamente na regido do Cerrado, mais especificamente no Distrito
Federal.

A Pouteria ramiflora € uma espécie frutifera do tipo arbustivo-arbéreo, sendo

conhecida popularmente como “gréo de galo”, “massaranduba” ou “pitomba de leite”. A

frutificacdo ocorre entre 0s meses de novembro e janeiro, época em gque a especie é
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bastante visitada pela fauna devido ao cheiro forte e sabor agradavel do fruto (Dalponte
e Lima, 1999). A populagao residente na regido endémica dessa planta tem costume
de se alimentar com o fruto dela que tem coloracdo esverdeada. As raizes e casca
dessa planta sao utilizadas na medicina popular como remédio para disenteria ou
vermifugo (Castro et al., 2001).

Quanto as possiveis atividades bioldgicas encontradas nos extratos dessa
espécie, o que se tem definido atualmente é que o extrato bruto etandlico de P.
ramiflora apresenta atividade antioxidante, o que pode ser um indicativo de atividade
guimioprotetora (Castro et al., 2001). A Pouteria torta € uma espécie arbdrea, originaria
da regido amazonica, nos limites entre Brasil, Coldbmbia e Venezuela que apesar de ser
pouco explorada comercialmente € bastante conhecida nos tropicos, ao lado de outras
sapotaceas (Santana et al., 2008). Popularmente é conhecida como “guapeva’,
“curiola”, “acga ferro”, “abiu do cerrado” e “grdo de galo”, e sua casca é utilizada como
remeédio para disenteria. Seu fruto de coloracdo amarela é bastante apreciado pela
populacao (Castro et al., 2001).

Estudos apontam que os extratos brutos aquoso e etandlico dessa espécie
apresentam atividade antioxidante (Castro et al., 2001). Especificamente, acetato de
lupeol e a e B-amirina tém sido isolados a partir do extrato hexanico da planta (Silva et
al., 2009). Os extratos derivados dessa espécie ja mostraram citotoxicidade para
linhagens de carcinoma de mama (Elias et al.,, 2013) e também de carcinoma de
cabeca e pescoco quando associados a radioterapia (Elias et al., 2014). O extrato
hexénico foi capaz de induzir apoptose e o extrato aquoso induziu necrose para
linhagem de carcinoma de boca (Elias et al., 2013).

A espécie Pouteria torta deu origem a uma proteina purificada, a pouterina, que
possui caracteristica de lectina. As substédncias com essas caracteristicas sao
associadas a inducéo de atividade apoptética, por isso Boleti et al., 2008, avaliaram a
atividade dessa proteina em células neoplasicas de mamiferos. A pouterina apresentou
atividade citotoxica dose-dependente nas linhagens Hela (carcinoma de colo de Utero),
Hep-2 (carcinoma alveolar) e HT-29 (carcinoma de célon), induzindo essas linhagens a
apoptose (Boleti et al., 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antineoplasico de plantas do Cerrado em linhagens celulares

de carcinoma de cabeca e pescoco.

2.2 Objetivos especificos

1- Avaliar comparativamente a atividade citotoxica de 15 extratos de folhas de
plantas nativas do Cerrado em linhagens de células de HNSCC,;

2- Comparar a atividade citotéxica induzida por cada um dos extratos de plantas
do Cerrado nas linhagens de HNSCC com a citotoxicidade induzida em uma linhagem
de queratinécitos humanos;

3- Comparar o efeito citotoxico dos extratos de plantas do Cerrado com a
citotoxicidade induzida por quimioterapico convencional;

4- Avaliar a atividade citotoxica de cada um dos extratos de plantas e do
quimioterapico associados a radiagdo ionizante nas linhagens de HNSCC;

5- Definir o indice de seletividade tumoral dos extratos com maior citotoxicidade
para as linhagens de carcinoma de cabeca e pescoco;

6- Avaliar a interferéncia dos extratos mais citotoxicos na proliferacdo das
células de carcinoma de cabeca e pescoco;

7- Caracterizar o perfil de morte celular induzido pelos extratos das espécies
nativas do Cerrado nas linhagens de células de HNSCC;

8- Identificar a(s) via(s) de morte celular induzida pelos extratos das espécies
nativas do Cerrado com melhor atividade citotoxica;

9- Detectar as alteracOes provocadas pelos extratos do Cerrado no ciclo celular
das linhagens em estudo;

10- Avaliar a interferéncia dos extratos na migracdo das células de linhagens de
HNSCC,;
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11- Identificar as classes de substancias presentes nos extratos com maior
atividade citotéxica;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo dos extratos

Para o estudo foram utilizados extratos provenientes das familias
Erythroxylaceae e Sapotaceae (tabela 01). Todas as plantas usadas, Erythroxylum
daphnites, Erythroxylum suberosum, Erythroxylum subrotundum, Pouteria ramiflora e
Pouteria torta sdo pertencentes ao bioma Cerrado. Os extratos, provenientes das
folhas das plantas, sdo apresentados em fragdo aquosa, etandlica e hexanica. As
espécies de Erythroxylum e Pouteria foram obtidas por meio de sucessivas coletas
realizadas em areas de Cerrado do Distrito Federal pelos Botanicos: Christopher W.
Fagg (Professor da Universidade de Brasilia, Campus Ceilandia - DF) e Suely Maria
Gomes (Professora da Universidade de Brasilia — Campus Darcy Ribeiro). Exsicatas
foram depositadas no Herbario da Universidade de Brasilia e aguardam catalogacéo.
Todos os extratos sdo oriundos da colecdo de extratos do grupo de pesquisa
“Desenvolvimento e Controle de Qualidade de Farmacos e Medicamentos”, Faculdade
de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia, sob a coordenacdo da Professora
Damaris Silveira.

A obtencéo dos extratos brutos ocorreu apds secagem a temperatura ambiente,
e pulverizacdo. O material botanico foi submetido a extracdo por maceracao passiva,
utilizando hexano seguido de etanol, como solventes, para obtencdo dos extratos
brutos hexanico e etandlico. As solucbes extrativas obtidas foram concentradas a
secura a vacuo, a uma temperatura de aproximadamente 40° C em rotaevaporador. O
extrato aquoso foi obtido por infusdo do material botanico, seco e pulverizado, em agua
destilada (3,0L) a aproximadamente 70°C. A mistura foi deixada arrefecer até
aproximadamente 40°C, sendo entdo submetida a filtragcdo. A solucdo extrativa
resultante foi mantida a temperatura de -30°C e submetida ao processo de liofilizacao.
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Tabela 01. Extratos de plantas testados nas linhagens de carcinoma de cabeca e pescoco.

Espécie da planta Solvente Numero do

do extrato Comprovante
Sapotaceae
Pouteria ramiflora (PR) A E,H (UB) 3671
Pouteria torta (PT) A E,H (UB) 3674
Erythroxylaceae
Erythroxylum suberosum (ES) A E,H (UB) 2192
Erythroxylum daphnites (ED) A E,H (UB) 2193
Erythroxylum subrotundum (ESO) A EH (UB) 2194

Extratos brutos das folhas das plantas: (A) Aquoso; (E) Etandlico; (H) Hexanico.

3.2 Cultura de células

Foram utilizadas linhagens de células imortalizadas provenientes de culturas
celulares humanas de carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco além de uma
linhagem de queratinécito humano, usada como controle para os experimentos. Dentre
as linhagens de carcinoma selecionamos as linhagens SCC-9 e SCC-25 provenientes
de carcinoma espinocelular de lingua e a linhagem FaDu derivada de carcinoma
espinocelular de hipofaringe. Como controle foi utilizada a linhagem HaCat
queratindcito humano. As linhagens utilizadas nesse projeto estdo descritas na ATCC,
The Global Bioresource Center, e foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Décio do
Santos Pinto Junior da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo
(FOUSP).

Para o cultivo das linhagens SCC-9 e SCC-25 utilizou-se 0 meio de cultura
Dulbelcco’s Modified Eagle Medium (DMEM) acrescido de meio F12, na proporgéo 1:1,
adicionado soro fetal bovino a 10%, antibiéticos penicilina e estreptomicina nas
concentragcbes finais de 100ng/mL e 1ug/mL respectivamente e hidrocortisona
400ng/mL. Para as linhagens FaDu e HaCat o meio de cultura utilizado foi o DMEM

também complementado com soro fetal bovino a 10% e penicilina e estreptomicina a



30

1%. Os meios de cultura foram esterilizados por filtragdo em membrana de 0,2um e
mantidos a 4°C, sendo aquecidos em banho-maria a temperatura de 37°C por
aproximadamente 10 minutos, antes do uso. Todos os reagentes utilizados foram
comprados da empresa Sigma Aldrich®. As células foram mantidas em condi¢cdes
ideais, em incubadora com 5% de CO, e temperatura de 37°C e em média a cada dois
dias era realizado o repique celular.

Para o repique, o0 meio de cultivo era descartado, e as células lavadas uma vez
com PBS pré-aquecido, sendo em seguida tratadas com solucdo de tripsina 0,25%
acrescida de EDTA 5%, por 5 minutos, a temperatura de 37°C. Ap6s o desprendimento
das células da placa de cultivo por digestdo enzimatica, a tripsina era inativada por
adicdo de 5 mL de meio de cultura completo. As células foram coletadas por
centrifugagéo a 2.000 rpm por 5 minutos, sendo o sobrenadante descartado, e o pellet
de células ressuspendido em meio de cultivo completo. Dessa solucéo, foram utilizados
10uL para a contagem de células em camara de Neubauer, sob microscopio 6ptico
invertido. O numero total de células era calculado por meio da razdo entre o nimero
total das células contadas nos quatro quadrantes x fator de diluicdo da suspenséo de

células x 10*, dividido por quatro, conforme a férmula:

(n° total células X fator de diluicdo X 10%)
4

A partir do numero obtido por essa férmula determinamos a quantidade
necesséaria de solugdo celular a ser plaqueada para obter a densidade desejada em

cada experimento.
3.3 Teste de citotoxicidade celular (MTT)
A citotoxicidade ocasionada pelo tratamento com os extratos brutos foi aferida

pelo teste de avaliacdo da atividade mitocondrial das células. Esse teste avalia a

capacidade das enzimas mitocondriais, das células tratadas, em reduzir MTT (brometo
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de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil) tetrazdlio) em formazam. Assim somente as
células viaveis tém a capacidade de fazer essa reducdo e por isso a absorvancia
medida corresponde as células viaveis, ou as células que nao sofreram toxicidade
suficiente para reduzir sua atividade mitocondrial. O produto de formazam apresenta
uma coloracgdo arroxeada diferente da cor inicial dos sais de tetrazdlio que, apds serem
diluidos em solvente de veiculo alcodlico podem ter sua absorvancia aferida em uma
leitora de microplaca (Thermo Plate TP reader) a 570 nm e comparada a absorvancia
dos devidos controles.

Para a realizacdo desse experimento todas as linhagens foram plaqueadas em
placas de 96 pocos (TPP, Suica) na densidade de 5.000 células por po¢o e mantidas
em incubadora em condi¢cBes ideais por 24 horas. ApOs esse periodo as células foram
tratadas com os extratos brutos das folhas das espécies Erythroxylum daphnites,
Erythroxylum suberosum, Erythroxylum subrotundum, Pouteria torta e Pouteria
ramiflora. Os extratos foram diluidos em meio de cultura (respectivo para cada
linhagem celular) para obter uma concentracédo final de 500 pg/mL. Cada espécie
apresenta 03 extratos diferenciados de acordo com o solvente em que foram diluidos
(aquoso, hexanico e etandlico), totalizando um numero final de 15 extratos. As células
também foram tratadas com os devidos controles negativos (agua millig, para o extrato
aquoso e DMSO/Etanol na proporcao de 2:3 para os extratos hexanico e etandlico).
Como controle positivo utilizou-se a cisplatina na concentracéo de 50 pg/mL.

Apos 24 e 48 horas de tratamento as células eram retiradas da incubadora e
para cada 100 pL de meio com extrato foram adicionados 10uL de solucdo MTT
(Sigma — Aldrich, EUA). As placas foram recobertas com papel aluminio e retornavam a
incubadora. Apés 4 horas era aspirado o meio de cultura com a solu¢do de MTT e
acrescentado 100 pL de isopropanol acidificado (25 mL de isopropanol + 104 pL de HCI
100%). As placas foram agitadas por 10 minutos a velocidade média. Finalmente a
absorvancia das células foi verificada em uma leitora de microplaca a 570 nm. Para
obter a citotoxicidade induzida pelo tratamento a absorvancia das células foi
comparada a absorvancia de seu devido controle negativo, estabilizado como 100% de

células viaveis.
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Os extratos com melhor atividade para cada célula de carcinoma (lingua e
hipofaringe) foram fracionados com diferentes solventes para separagdo das
substancias presentes por sua polaridade e posteriormente passaram por novo teste de

citotoxicidade para definir fracdo com maior atividade citotéxica.

3.4 Teste de citotoxicidade dos extratos associados a radioterapia

As células das linhagens SCC-9, SCC-25, FaDu e HaCat foram plagueadas em
02 placas distintas de 96 pocos na densidade de 5.000 células por poco. As células
foram mantidas nas condi¢des ideais de crescimento em incubadora. Apos 24 horas do
tempo de plagueamento, o meio de cultura foi removido e foram acrescidos 100 pL de
PBS em cada um dos pocos. As placas foram transportadas para o Centro de Alta
Complexidade em Oncologia do Hospital Universitario de Brasilia (CACON-HUB),
sendo, uma das placas irradiada a 2 Gy/min com o equipamento acelerador linear
Siemens Primus linear com 6MV photon beams. A outra placa foi armazenada em meio
ambiente sem irradiacdo. Apos a radioterapia as placas retornavam ao laboratério, o
PBS era aspirado e as células mantidas em 100 pL de meio de cultura em condicfes
ideais por 24 horas. Decorrido esse tempo as células foram submetidas ao teste MTT e
a absorvancia das células foi aferida e comparada a absorvancia das células que nao
sofreram radiacao.

Para averiguar uma possivel atividade sinérgica entre os extratos e radioterapia
ou cisplatina mais radioterapia 0 mesmo experimento foi repetido com as células pré-
tratadas com os 15 extratos de plantas do Cerrado na concentracdo de 500 pg/mL seus
devidos controles negativos (solventes em que os extratos foram diluidos) ou controle
positivo cisplatina a 50 pg/mL. Decorridas 24 horas de tratamento o meio de cultura
com o tratamento em que as células estavam foi removido, as células imersas em 100
pL de solucdo de PBS 1x e irradiadas a 2 Gy. Para finalizar o experimento o PBS foi
aspirado e um novo meio de cultura (sem tratamento) adicionado as células que
permaneceram na incubadora por mais 24 ou 48 horas, as células foram entdo

submetidas ao teste MTT e a absorvancia das células aferida.
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3.5 Curva dose-resposta

A fim de determinar se a resposta citotoxica € dose-dependente, foram
realizadas curvas dose-resposta de citotoxicidade de células tratadas com
concentracbes decrescentes dos extratos com maior atividade citotoxica para as
linhagens FaDu, SCC-9, SCC-25 além da linhagem HaCat. Para isso determinamos 15
pontos de concentracfes com intervalos de 75 pg/mL (1.050, 975, 900, 825, 750, 675,
600, 525, 450, 375, 300, 225, 150, 75 e 0 ug/mL), a partir da solu¢cdo mais concentrada
1.050 pg/mL até o controle negativo em que foi adicionado ao meio de cultura apenas a
quantidade maxima de solvente utilizada para a diluicdo dos extratos. A concentracao
de “zero” pg/mL (adicdo de solvente, apenas) do extrato foi considerada 100% de
viabilidade. Apés 24 horas de tratamento, as células viaveis remanescentes na placa
de cultivo foram submetidas ao teste MTT e a absorvéncia a 570nm aferida em leitora
de microplaca.

A concentracdo necessaria de extrato capaz de induzir 50% de citotoxicidade
celular (IC50) foi calculada e os dados obtidos permitiram estimar o indice de
seletividade tumoral (IST) para o qual foi realizada a razdo entre o IC50 obtido para a
célula controle (HaCat) e as células neoplasicas, FaDu e SCC-9 conforme publicado

anteriormente por Horri, et al 2012, segundo a formula:

IST = (IC50 células controle)

(IC50 ceélulas neoplasicas)

3.6 Ensaio de Incorporacgéo de BrdU

Com o objetivo de avaliar se os extratos com maior atividade citotoxica também
tém acéo na proliferacdo celular, o teste de incorporacéo de BrdU foi realizado. Para
isso as células SCC-9 e FaDu foram plaqueadas na densidade de 1 x 10* células por
poco em placas de 96 pogcos e mantidas em condicdes ideais. Apdés 24 horas do
plagueamento o meio de cultura com soro fetal bovino foi removido e acrescido novo

meio de cultura sem soro para proporcionar o cadenciamento celular. Transcorrido 24
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horas do cadenciamento, o meio sem soro foi aspirado e acrescido 100 uL de meio de
cultura com soro em cada pogo por 12 horas. Apos, foi acrescido o devido extrato na
concentracdo referente ao IC50 por mais 12 horas. Finalmente o BrdU foi adicionado
na concentragao final de 10 uM por pogo e as células foram incubadas por 2 horas.
Apos o periodo de incubacéo, o meio contendo o BrdU foi removido e as células foram
fixadas por 30 min a temperatura ambiente com etanol 70% gelado. Em seguida, a
incorporacdo de BrdU nas células em proliferacdo foi quantificada pelo ensaio de
ELISA como descrito pelo fabricante (Kit Cell Proliferation ELISA, BrdU colorimetric,
Roche, Alemanha). Apos terminar a reacdo acrescentando 25 pL de solugdo 1 M de
H.SO, por poco, a absorvancia foi lida em comprimento de onda de 450 nm (referéncia:
690 nm) em leitor de ELISA (UltramarkTM Microplate Imaging System, Bio-Rad, EUA).

3.7 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica que permite examinar e classificar particulas
microscopicas suspensas em meio liquido em fluxo através da utilizacdo de um feixe
luminoso e por isso € possivel utiliza-la para varias finalidades. No presente trabalho
utilizamos duas aplicac6es diferentes da técnica, a primeira com objetivo de identificar
a acao dos extratos nas fases do ciclo celular das linhagens de carcinoma de cabeca e
pescoco. A segunda aplicacdo tinha como objetivo identificar o provavel perfil de morte
celular induzido pelos tratamentos propostos.

Para a avaliacao do ciclo celular a linhagem na qual foi identificada interferéncia
na proliferacéo celular no ensaio de BrdU (SCC-9) foi plaqueada na densidade de 2 x
10° células/poco em placa de 6 pocos e mantidas a 37°C e 5% CO- por 24 horas. O
processo de cadenciamento e tratamento foi 0 mesmo proposto para o experimento de
incorporacao de BrdU. Apos 24 horas de tratamento com o extrato e controle negativo
as células foram recolhidas, fixadas com etanol 70% e mantidas a temperatura de -
20°C por 12 horas. Para a marcacdo das fases do ciclo celular, as células foram
coradas com 50 pg/mL de iodeto de propideo (Sigma-Aldrich, EUA) e mantidas no
escuro a 4°C por pelo menos 1 hora. As amostras devidamente marcadas foram

examinadas em citdmetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences, EUA). Um minimo de
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10.000 eventos foi analisado para cada amostra. Para a determinagéo da porcentagem
de células em cada fase do ciclo, utilizou-se o programa ModFit LTTM (BD
Biosciences, EUA).

Com o objetivo de identificar o perfil de morte celular induzido pela acédo dos
extratos, as linhagens SCC-9 e FaDu foram plaqueadas na concentracdo de 5x10°
células por poco em placa de 6 pocos e mantidas em condi¢des ideais por 24 horas.
ApoOs 2 e 6 horas de exposicado das células ao tratamento com 0s extratos e controle
negativo o meio de cultura em que as células estavam foi armazenado em tubos falcon
de 15 mL, as células tripsinizadas e armazenadas no mesmo tubo que continha o meio
de tratamento e centrifugadas a 2.000 rpm por 5 minutos. Finalmente, o meio de cultura
foi aspirado, as células lavadas com 1 mL de PBS 1x gelado, divididas em 03 tubos
eppendorf e novamente centrifugadas (2500 rpm, 5 minutos). Por fim o pellet foi
ressuspendido em 100 pL de tampéo de ligacdo 1x. No tubol foi realizada leitura em
citbmetro sem nenhuma marcacgdo a fim de determinar a fluorescéncia natural das
células. No tubo 2 foi acrescido 5 ul de solucdo de anexina e aguardado por 15 minutos
para proceder a leitura. Finalmente no tubo 3 foi acrescido a essa solucao celular 1 L
de solucéo de iodeto de propideo (100 pg/mL). No tubo 2 que j& apresentava anexina
também foi acrescentado 1 pL de solucao de IP, aguardado 5 minutos e posteriormente
a morte celular foi aferida no citbmetro de fluxo (Cytomax partec). Para a realizacao do
experimento foi utilizado o kit Anexin V-FITC da marca Invitrogen. A marcacao das
células com anexina permite detectar a presenca de apoptose pela dosagem
de fosfatidilserina (PS) que predominantemente € observada na superficie interna da
bicamada lipidica celular, voltada para o citosol. Nas células em processo inicial de
apoptose, quando a membrana celular ainda permanece intacta, mas sofre uma
desorganizacgdo, a PS é translocada para a superficie exterior da bicamada. A anexina
V € uma proteina que se liga aos fosfolipidios e possui alta afinidade pela PS na
presenca de ions de célcio. Ao conjugar a Anexina V ao FITC (Isotiocianato de
fluoresceina) é possivel identificar e quantificar as células apoptéticas em citometria de
fluxo. O marcador nuclear fluorescente, lodeto de Propidio (IP), é utilizado para
distinguir células apoptoticas de células necréticas visto que ele tem capacidade de se

intercalar em qualquer DNA, desde que a membrana celular esteja permeavel. Desse
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modo, corar células simultaneamente com Anexina V-FITC (fluorescéncia verde) e com
o corante IP (fluorescéncia vermelha) permite a discriminacdo de células intactas,
viaveis (FITC - IP-), no inicio de apoptose (FITC + IP -), células tardiamente apoptoticas
(FITC + IP +) ou necroticas (FITC- IP+) (Hawley e Hawley, 2004).

3.8 Western Blot

Para a andlise da expressdo das proteinas de interesse, placas 100 mm?
contendo 1x10° células/placa foram preparadas seguindo o mesmo padrédo utilizado
para o teste de incorporacdo de BrdU. Para proteinas do ciclo celular utilizamos apenas
a linhagem SCC-9, por terem apresentado alteracdo na proliferacdo celular e
estabilizacdo do ciclo. Para a deteccdo de proteinas relacionadas ao perfil de morte
celular foram utilizadas as linhagens SCC-9 e FaDu. Ap6s 12 horas de tratamento o
meio em que as células estavam foi descartado e as placas lavadas com 5 mL de PBS
gelado. As células foram destacadas por tripsinizacéo, transferidas para tubos de 15
mL e centrifugadas a 2.000 rpm por 5 min. Os precipitados celulares foram incubados
com 100 uL de tampdo de lise contendo 10% de sacarose, 1% de NP40, 20 mM de Tris
(pH 8,0), 137 mM de NaCl, 10% de glicerol, 2 mM de EDTA, 10 mM de NaF e
inibidores de proteases (Roche, Alemanha) no gelo por 30 min, sendo homogenizados
a cada 10 min. Apos este periodo, o material foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 min
a 4°C e os sobrenadantes coletados. As concentracdes de proteina total foram
quantificadas pelo método de Bradford (Sigma-Aldrich, EUA) com comprimento de
onda de 595 nm em espectrofotdbmetro Nanodrop 2.000c. Quarenta (40) pug de proteina
total para as reacdes de cada anticorpo foram separadas eletroforeticamente em um
gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de s6dio a 10% (SDS-PAGE), para as
proteinas do ciclo celular e gel 12% para proteinas relacionadas a morte celular com
tampao redutor e foram transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas
foram bloqueadas overnight com 10% de leite desnatado em TBST 1x e incubadas com
um dos anticorpos primarios, de acordo com as concentragdes descritas na tabela 02,
por 2 horas. Apds 3 lavagens consecutivas com solucdo de TBST 1x por 10 minutos,

as membranas foram incubadas com anticorpo secundario conjugado a peroxidase por
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1 hora. Os anticorpos foram diluidos em solugéo de 5% de leite desnatado em TBST.
ApOs uma nova série de lavagens, as membranas foram reveladas usando o ECL kit de
quimioluminescéncia para Western blot (GE Healthcare, Austria) em fotodocumentador
Uvitec Cambridge e quantificadas pelo software Uvitec. As membranas incubadas com
0 anticorpo caspase-3 foram reveladas em filmes radiograficos. A listagem dos

anticorpos utilizados no presente trabalho esta descrita na tabela 02.

Tabela 02 Lista de anticorpos primarios utilizados no estudo.

Anticorpo Clone Fornecedor Diluicao
p21 WAFLCiPL C-19 Santa Cruz 1:200
p27KPt 57 BD Biosciences 1:500
p16" e G-6 Santa Cruz 1:100
Ciclina E M-20 Santa Cruz 1:1000
Ciclina D1 DSC-6 Calbiochem 1:200
Caspase-3 Sc-7148 Santa Cruz 1:500

B — actina AC-15 Sigma-Aldrich 1:30000
GADPH Ab9843-200 Abcam 1:6000

3.9 Teste de lesdo em monocamada — Scratch assay

Para realizar o ensaio de fechamento da ferida, 1x10° células/poco foram
plagueadas em placas de 6 pocos revestidas com 10 pg/mL de fibronectina e mantidas
overnight. A monocamada de células foi riscada manualmente com uma ponta de
pipeta de plastico amarelo (200uL), lavada com PBS e tratadas com uma solucéo de
extrato na concentracdo referente ao IC50 e controle negativo. Os pogos foram

fotografados nos tempos de 0, 12, 24 e 36 horas em um microscopio invertido (Zeiss
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Primo Vert, Gottingen, Alemanha), equipado com camera digital (Zeiss ERC 5s,
Gottingen, Alemanha) em objetiva de 4x. As taxas relativas de fechamento das feridas
foram medidas e expressas como porcentagem do comprimento inicial no momento
zero do extrato em comparacdo com o controle. Para essa medida foram utilizadas

areas de 3 pocos independentes para cada tratamento.

3.10 Avaliacdo da migracéao celular — Transwell assay

A capacidade dos extratos para alterar a migracao celular foi avaliada pelo
ensaio de migracdo (Transwell). As camaras Transwell 6,5 milimetros (Corning Costar,
Cambridge, MA, EUA), com inser¢cdes de membrana de policarbonato (tamanho de
poro de 8 um), foram depositadas em placas de 24 pocgos contendo 600uL de
DMEM/F12 por pogo. As células (2x10%) foram semeadas no compartimento superior
de cada camara e incubadas a 37 °C durante 24 h. Apés este periodo, as células foram
tratadas com extrato na concentracao referente ao IC50 e controle negativo. Setenta e
duas horas apos o tratamento, as células que migraram através da membrana para o
compartimento inferior foram fixadas em metanol durante 20 minutos, coradas com
cristal violeta 0,2% durante 5 min, e posteriormente lavadas com PBS 1x por 10 vezes.
ApOs a ultima lavagem, as células marcadas foram vistas sob microscopio de luz (Zeiss
Primo Vert, Gottingen, Alemanha), equipado com céamera digital (Zeiss ERC 5s,
Gottingen, Alemanha). As fotomicrografias foram tomadas com ampliacdo de 4x para a
contagem do numero de células que migraram, utilizando o software de analise de

imagem ZEN (Carl Zeiss Microscopia GmbH, Gottingen, Alemanha).

3.11 Cromatografia de camada delgada (CCD)

Com o objetivo de separar os possiveis componentes integrantes dos extratos
de plantas do Cerrado com boa atividade citotoxica nas linhagens de carcinoma,
optamos por fazer a cromatografia de camada delgada. A técnica consiste na
separacao de componentes de uma mistura solido-liquido em que a fase movel liquida

migra sobre uma camada delgada de adsorvente retido em uma superficie plana (fase
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estacionaria solida). Para estes experimentos foram selecionados as fragbes com
maior atividade citotdéxica nas linhagens estudadas (acetato de etila derivada dos
extratos hexanicos de E. suberosum e E. subrotundum e hexano (1): acetato de etila(1)
e acetato de etila derivada do extrato de E. daphnites). As fragcbes foram diluidas em
diclorometano e aplicadas através de um capilar em silica 4x e mantidas em becker
com os seguintes diluentes hexano(9):acetato de etila(1); hexano(7):acetato de etila(3).

A revelacao foi realizada com solucdo de anisaldeido.

3.12 Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada com pelo menos trés triplicadas independentes
para os testes de citotoxicidade e em triplicatas independentes para os demais
experimentos, Os testes de citotoxicidade seguiram analise One-way ANOVA, teste de
comparagao multipla de Tukey’s. Para a andlise da proliferacédo celular (BrdU) e analise
de tipo de morte celular (citometria de fluxo com anexina V-FITC) optou-se por aplicar o
teste T de Student. As curvas dose-resposta foram feitas por regresséo nao linear, com
variavel slope da dose de inibicdo versus resposta e célculo do IC50. Na analise de
comparacao entre as fases do ciclo celular foi utilizado o teste de comparagcao para
grupos Two-way ANOVA, seguida pela analise de Bonferroni. Para todas as analises
usamos o programa GraphPadPrism versdo 5.0. Os valores com p < 0.05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacao do efeito citotoxico da irradiacéo

Apbs 24 e 48 horas da irradiacdo com 2 Grays por minuto (Gy/min) em dose
Unica, realizou-se o teste de citotoxicidade celular. O teste deixa evidente que uma
dose Unica de irradiacdo ndo foi suficiente para induzir morte celular nas linhagens
irradiadas. Observa-se que 0s queratindcitos apresentaram um aumento do namero de

células viaveis (Figura 03).
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Figura 03: Avaliacao da toxicidade de dose Unica de irradiagdo (2Gy/min) nas linhagens de carcinoma de
cabeca e pescogo e queratinécitos. FaDu = carcinoma de hipofaringe; SCC-25 = carcinoma de lingua;

SCC-9 = Carcinoma de lingua e HaCat = Queratindcitos imortalizados (* p < 0,05 versus grupo controle).
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4.2 Avaliagcéo da citotoxicidade induzida pelo tratamento com extratos do

Cerrado nas linhagens de carcinoma de cabeca e pescoco

A acao citotdxica foi obtida comparando-se a toxicidade do extrato em relagédo
as células tratadas apenas com o0s solventes (controle) apos 24 e 48 horas de
tratamento. Para efeito comparativo estabelecemos que o0s extratos que induziram
viabilidade celular de 50 a 21 % foram considerados de toxicidade moderada, j4 os que
provocaram viabilidade de 20% ou menos foram considerados extratos de toxicidade
severa. Dentre os 15 extratos testados, 10 foram capazes de induzir toxicidade igual ou
maior do que 50% na linhagem de carcinoma de hipofaringe (FaDu), 3 desses
apresentaram toxicidade intensa, ESA, ESE e ESH. Apo6s 24 horas de tratamento com
0 extrato ESH restaram apenas 13,2% de células FaDu viaveis. A linhagem de
hipofaringe foi a mais sensivel ao tratamento com as plantas do Cerrado, sendo que
oito extratos testados PRA, PRE, PTE, ESA, ESE, ESH, EDE e EDH foram mais
citotoxicos a linhagem do que o quimioterapico cisplatina, utilizado como controle
positivo. Apesar de muitos dos extratos testados serem mais citotoxicos apés 48 horas
de tratamento para a linhagem FaDu, esses resultados ndo foram estatisticamente
significantes e por isso ndo podemos dizer que a a¢ao citotoxica € tempo-dependente.

As linhagens correspondentes ao carcinoma de lingua nao responderam de
maneira tao positiva, apenas os extratos aquoso de Erythroxylum suberosum (ESA) e
hexadnico de Erythroxylum subrotundum (ESOH) foram capazes de induzir
aproximadamente 50% de morte celular na linhagem SCC-25, resultado bastante
semelhante ao observado no tratamento com cisplatina que apresentou 54,8% de
células viaveis ap6s 24 horas. Para a linhagem SCC-9, apenas 0s extratos hexanicos
conseguiram induzir toxicidade moderada. O tratamento com ESH (extrato de
Erythroxylum suberosum hexanico) resultou em 33% de células viaveis apds 48 horas
e 0 ESOH (Erythroxylum subrotundum hexanico) 49%. Com 24 horas de tratamento, o
extrato EDH foi o que apresentou maior toxicidade, reduzindo a viabilidade da linhagem
SCC-9 para 47,6%. Esse resultado é bastante expressivo ao compararmos com a

cisplatina, que apos 24 horas de tratamento apresentou 70% de células viaveis. Os
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queratinocitos foram mais afetados que as células de carcinoma de lingua, porém
apenas quatro extratos induziram toxicidade moderada nos queratindcitos,
demonstrando que alguns extratos como os PTE, PTH, ESE, EDE, EDH apresentam
seletividade para o carcinoma de hipofaringe. Ja o extrato EDH mostrou ser mais
seletivo para uma das linhagens de carcinoma de lingua, a SCC-9. Quando comparada
ao tratamento com cisplatina, os extratos com atividade foram, em sua maioria, mais
citotoxicos do que o tratamento quimioterapico convencional. Esses dados ja foram

publicados no artigo de Elias et al., 2014 e podem ser observados na tabela 03.
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Tabela 03: Avaliacdo da atividade citotoxica de 15 extratos de plantas do Cerrado em células de

carcinoma de cabeca e pescocgo

Células Viaveis (%)

Extrato
Plantas Solvente FaDu SCC-25 SCC-9 HaCat
24h  48h  24h  48h  24h  48h  24h  48h
pouteria A 423 333 1073 843, 1139 656 419 361
ramiflora ~ E 383* 405% 1239 1311 1024 997  460*  33.6*
(PR) H 1085 1393 1064 861 708 710  107.7 1033
A 755 547 749 620 1242 730 1016 683
PO“t?F'r,'%tO”a E 387 669 752 699 904 730 741 730
H 799 473 680 728 834 615 87.6 680
Enthroxylum A 451% 177+ 783  500* 750 66,7+ 611*  354*
suberosum  E 464* 164* 999 1008 1701* 710 70,7  581*
(ES) H 132%  274* 789 641  493* 333* 536*  44.4*
Enthroxyium A 611 525 903 802 1127 1005 1140 802
daphnites  E 307 332 972 974 1202 1314 919 760
(ED) H 368 297 618 529 476 751 944 695
Enthroxylum A 1034 1019 1275 1090 1338 1168 1147 97.1
subrotundum  E 560 503 895 714 668 665 779 581
(ESO) H 760 802 590  47,9* 525% 496* 789 693

Cisplatina 41,6 54,8 70,0 56,0

Extratos: (E) etanol; (H) hexanico; (A) aquoso. Os resultados representam a media de células viaveis
tratadas com extratos a concentracéo de 500 ug/mL (* p < 0,05 versus controle negativo; teste One-way
ANOVA, Postest Tukey’s).
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4.3 Avaliacdo da citotoxicidade induzida pela associacdo de extratos do
Cerrado e irradiacéo e cisplatina e irradiagao nas linhagens de HNSCC

A associacao de irradiacdo a cisplatina na concentracdo de 50 pg/mL provocou
efeito citotoxico supra-aditivo nas linhagens de HNSCC, reduzindo intensamente a
viabilidade celular (Tabela 04). Todos os extratos, com excecédo de PTH foram capazes
de induzir 50% ou mais de citotoxicidade na linhagem FaDu, sendo que apenas 0s
extratos PTH e ESH apresentaram melhores resultados quando tratados
exclusivamente com os extratos. O mesmo aconteceu para a linhagem de
queratinécitos, HaCat. Esse dado mostra que a associacdo extratos e radioterapia é
bastante eficaz, porém nao é seletiva, atingindo tanto as células neoplasicas quanto os
gueratindcitos. Surpreendentemente, a associacao extrato e radioterapia apresentou
intenso efeito citotdxico para as linhagens de carcinoma de lingua. Dentre os 15
extratos, apenas dois extratos, o EDA e o ESOA, ndo apresentaram atividade citotoxica
intensa ou moderada para a linhagem SCC-9 e trés extratos PTA, EDA e ESOA para a
linhagem SCC-25. Sete dos extratos (PRA, PRE, ESA, ESE, EDA, EDE, ESOE)
guando associados a irradiacdo tiveram citotoxicidade similar ou melhor do que a
apresentada pela associagao cisplatina e radioterapia para a linhagem FaDu. Para a
linhagem SCC-25 apenas trés extratos, o ESA, o ESOE e o ESOH, apresentaram
citotoxicidade semelhante a encontrada pela associacdo cisplatina e radioterapia.
Quatro extratos (ESA, ESE, EDE, ESOE) tiveram citotoxicidade similar a associacéo
quimio e radioterapia na linhagem SCC-9. Novamente, a resposta citotoxica ndo parece
ser tempo-dependente ja que ndo houve diferenca significativa da reducdo da
viabilidade celular para os tratamentos de 24 e 48 horas (Tabela 04). Resultados ja

publicados em Elias et al., 2014.
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Tabela 04: Avaliagdo da atividade citotoxica de 15 extratos de plantas do Cerrado associados a

radioterapia em células de carcinoma de cabeca e pescoco.

Células Viaveis (%)

Plantas Extrato FaDu scc-25 ScC-9 HaCat

Solvente
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h

pouteria A 134*  14,6* 289% 271* 201* 281* 17.3* 145
ramiflora~ E 12,6  101* 39.2% 704* 474* 759  141* 16.4*
(PR) H 40,9* 749 46,5 581 48,6  425%  432% 467
A 258 221* 793 621 931  4309% 405*  426*
PO“tg;'%tO”a E 271% 203* 42,7+ 586* 457+ 46,7+ 37.3* 382*
H 681* 762 425 537  365* 355¢ 306* 363*
Enthroxgium A 11,0+  12,0* 525 19,3* 18.2% 265 228% 358
suberosum  E 12.3*  122% 27.6* 448 329¢ 113* 210* 309*
(ES) H 324* 303* 475+ 383* 315 263* 390* 494*
Enthroxyium A 285% 155% 943 991 701 629  32,0%  358*
daphnites  E 210+ 96* 507 387 786 127 298  27.3*
(ED) H 345% 246* 747 421 569  274* 302%  32.1*
Enthroxgium A 324% 424* 736 802 681 707 268 217
subrotundum  E 169* 195 17.1* 17.4* 271* 155* 210* 18,0
(ESO) H 47.6* 541* 183* 20,6+ 27.4* 245* 316 44,9*

Cisplatina 19,1* 13,00 54* 15,3* 7,3* 17,6* 16,5*  8,4*

Extratos: (E) etandlico; (H) hexanico; (A) aquoso. Os resultados representam a media de células viaveis
tratadas com extratos a concentracdo de 500 pg/mL (*p<0,05 versus controle negativo; teste One-way
ANOVA, Postest Tukey’s).
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4.4 Comparagdo da atividade citotoxica entre tratamento somente com
extratos e extrato associado a radioterapia nas linhagens celulares

A fim de verificar qual a melhor opcéo terapéutica em relacdo aos tratamentos
testados foram feitos graficos comparando a atividade citotdéxica induzida pelo
tratamento unicamente com 0s extratos e a citotoxicidade induzida pelos extratos
associados a radioterapia.

De maneira geral os extratos foram mais citotoxicos a todas as linhagens (FaDu,
SCC-25, SCC-9 e HaCat) quando associados a radioterapia, mesmo 0s extratos que
ndo apresentavam atividade citotoxica no tratamento isolado para as linhagens
estudadas.

Quatorze extratos associados a radioterapia induziram toxicidade igual ou maior
a 50% na linhagem de carcinoma de hipofaringe. A Unica excec¢dao foi o extrato PTH. Na
linhagem SCC-25, os Unicos extratos que ndo apresentaram citotoxicidade quando
associados a radioterapia apds 24 horas de tratamento foram os extratos PTA, EDA,
EDE, EDH e ESOA, os demais apresentaram no minimo toxicidade moderada. O
mesmo ocorreu para a linhagem SCC-9. Todos os quinze extratos quando associados
a radioterapia foram citotoxicos em relagdo aos queratinécitos, perdendo assim a acao
“seletiva” apresenta por alguns extratos quando usados como tratamento Unico (Figura
04).
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Figura 04: Comparacao da porcentagem de células viaveis apés tratamento com extratos ou extratos +
radioterapia, apds 24 horas de tratamento. 1 corresponde a linhagem FaDu, 2 - SCC-25, 3 - SCC-9¢e 4 -
HaCat, * p < 0,05 versus controle segundo teste One-way ANOVA, postest Tukey’s.
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4.5 Curva dose-resposta dos extratos com maior acdo citotdéxica nas
linhagens de HNSCC

Com o objetivo de averiguar qual a concentracdo ideal de extrato necessaria
para induzir toxicidade consideravel, o IC50 foi calculado nas linhagens estudadas.
Para isso as células foram tratadas com 15 concentracdes decrescentes com intervalo
de 75 pg/mL entre elas. Apds 24 horas de tratamento, a absorvancia das células foi
aferida. Para cada linhagem testada foi selecionado apenas o extrato que apresentou
maior toxicidade apds 24 horas de tratamento para as linhagens FaDu e SCC-9 e 48
horas de tratamento para a linhagem SCC-25. Coincidentemente, todos os extratos
eram derivados do solvente hexanico e pertenciam a um dos componentes da espécie
Erythroxylaceae. A linhagem FaDu foi tratada com o extrato ESH, a SCC-9 com EDH e
a SCC-25 com ESOH. A linhagem de queratinécito (HaCat) foi utilizada como controle
e por isso foi tratada com todos os extratos supracitados.

A partir desses resultados foi possivel calcular a dose necesséria para induzir
50% de morte celular (IC50) nas linhagens. O extrato ESH apresentou curva de
toxicidade crescente sem formacdo de platé aparente nas maiores concentracoes,
reforcando a hip6tese de que sua acdo € dose-dependente. O ESH também foi o
extrato que induziu maior toxicidade, com IC50 de 288,3 ug/mL para a linhagem de
carcinoma de hipofaringe e 269 pg/mL em queratindcitos (Figura 05 A). Ja o extrato
EDH apresentou toxicidade moderada para a linhagem de carcinoma de lingua (SCC-
9) com IC 50 de 448,9 pg/mL (Figura 05 B)

Dentre os extratos estudados, o ESOH foi o que apresentou comportamento
anormal para a linhagem SCC-25 com curva de toxicidade decrescente a partir do
sétimo ponto. A triplicata da curva ndo apresentou reprodutibilidade o que justifica os
grandes erros encontrados. Para a linhagem HaCat o extrato ESOH apresentou IC50
de 567,7 pg/mL. Esses resultados estdo apresentados na Figura 05 C.
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Figura 05: Curva dose-resposta dos extratos com melhor atividade citotdéxica ap6s 24 horas de
tratamento. A: Curva dose-resposta do extrato ESH para FaDu e Hacat;B: Curva dose-resposta do

extrato EDH para SCC-9 e HaCat e C: Curva dose-resposta do extrato ESOH para SCC-25 e HaCat.
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4.6 indice de seletividade tumoral (IST)
Os valores de IC50 permitiram calcular o indice de seletividade tumoral (IST)
para o qual foi feita a razdo entre o IC50 da célula controle (HaCat) e as células

neoplasicas, FaDu e SCC-9 conforme proposto por Horri, et al. 2012. Os valores

obtidos estdo descritos na Tabela 05.

Tabela 05. IC50 dos extratos testados e seus respectivos IST para as linhagens de carcinoma de cabecga

€ pescogo.
Linhagem celular Tratamento IC50 IST
FaDu ESH 288,3 pg/mL
HaCat/FaDu = 0,93
HaCat ESH 269,0 pg/mL
SCC-9 EDH 448,9 yg/mL
HaCat/SCC-9 = 1,64
HaCat EDH 737,1 pg/mL

O indice de seletividade igual a 1 significa que ndo ha seletividade entre as
linhagens estudadas, menor que 1, significa que o tratamento é mais seletivo para a
linhagem de queratindcitos do que para a linhagem neoplasica e maior que 1, significa
gue ha seletividade para a linhagem tumoral estudada. Assim podemos concluir que
apesar de toxico para a linhagem FaDu, o extrato ESH ndo mostrou ser um tratamento
seletivo, sendo ainda mais agressivo para a linhagem de queratinécitos que para o
carcinoma. O tratamento com o extrato EDH mostrou ser seletivo para a linhagem de
carcinoma de lingua (SCC-9) apresentando IST de 1,64 (Tabela 05) Esse resultado é
bastante expressivo ja que a cisplatina (quimioterapico utilizado como controle) na
dosagem de 50 pg/mL induziu maior taxa de toxicidade celular, com 56% de células
viaveis em HaCat do que em SCC-9, 70 % de viabilidade celular (Tabela 03).
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Por n&o apresentar reprodutibilidade nos resultados, o IST do extrato ESOH néo

foi calculado e ele foi excluido dos demais experimentos.

4.7 Ensaio de interferéncia do extrato na proliferacéao celular (BrdU)

Com o objetivo de identificar possivel interferéncia dos extratos estudados na
proliferacéo das linhagens de carcinoma de cabeca e pescoco, realizou-se o ensaio de
incorporacdo de BrdU. Para isso as linhagens FaDu e SCC-9 foram plaqueadas em
placas de 96 pocos, cadenciadas por 24 horas de tratamento com meio de cultura sem
soro fetal bovino e tratadas com seus respectivos extratos por 12 horas. Os resultados
estdo expressos na Figura 06. O extrato de E. daphnites reduziu significativamente a
proliferacéo celular, em aproximadamente 31%, 0 que sugere que além de apresentar
acdo citotoxica o extrato interfere no crescimento das células de carcinoma de lingua
com provavel acdo no ciclo celular. O extrato ESH néo foi capaz de inibir a proliferacéo

celular da linhagem FaDu.
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Figura 06: Gréfico de inibicao de proliferacédo celular aferida por incorporagéo de BrdU nas linhagens de
carcinoma de lingua (SCC-9) e carcinoma de hipofaringe (FaDu) tratadas com os extratos hexanicos de
E. daphnites (EDH) e E. suberosum (ESH) respectivamente. ** p < 0,01 versus controle segundo teste T
de Student.

4.8 Avaliacdo do perfil de morte celular induzido pelo tratamento com os

extratos de plantas do Cerrado

O perfil de morte celular induzido pelo tratamento com os extratos hexanico de
E. suberosum e E. daphnites foi identificado pelo ensaio de citometria de fluxo com
marcacao por anexina V-FITC e iodeto de propideo. Sabe-se que a apoptose pode ser
identificada em fase inicial, com apenas 2 horas de tratamento, porém um tempo de
tratamento mais prolongado seria capaz de identificar um maior numero de células
apoptéticas. Por nao conhecer o comportamento celular diante dos extratos
selecionados, optamos por fazer a afericdo da marcagcao em dois tempos distintos de
tratamento, 2 e 6 horas.

Apoés 2 horas de tratamento a linhagem de carcinoma de boca (SCC-9) tratada

com o extrato EDH apresentou aumento expressivo (2,1 vezes) de eventos positivos
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apenas para anexina (A+ |-) que corresponde a apoptose quando comparada as
células controle. Também houve aumento de 1,5 vezes dos eventos com marcacao
dupla A+ I+, também chamada de apoptose tardia e de 5 vezes na marcagcao apenas
para iodeto A- I+, significando necrose celular (Figura 07). Esses dados mostram que
mesmo em um tempo de tratamento curto o extrato foi capaz de induzir morte celular
com perfis variados, tanto apoptose quanto necrose. Com o tempo de tratamento mais
longo, 6 horas, o extrato EDH néo foi capaz de aumentar a marcacao exclusiva para
anexina, havendo até diminuicAo da marcacdo exclusiva para 1,2 vezes.
Consequentemente a marcacao dupla para anexina e iodeto, caracterizada como
apoptose tardia e a marcagao exclusiva com iodeto, aumentaram aproximadamente
80% em relacdo ao controle. Esses resultados comprovam que o extrato EDH
apresenta forte toxicidade para a linhagem SCC-9 com perfil de morte inicial de
apoptose e tendéncia a evolucdo para necrose apoOs exposicao prolongada ao
tratamento.

O tratamento com ESH, mesmo em curto periodo de tempo, nédo foi capaz de
induzir morte por apoptose na linhagem de carcinoma de hipofaringe. Apos 2 horas de
tratamento houve aumento consideravel apenas nos eventos com dupla marcacao (A+
I+). O aumento do tempo de tratamento (6 horas) permitiu observar que houve uma
migracdo de eventos com dupla marcacdo A+l+ para 3,4 vezes em relacdo ao grupo
controle e de 6,4 vezes para 0os marcados exclusivamente com iodeto A- I+,
comprovando claramente que o perfil de morte celular induzido pelo extrato ESH foi de

necrose celular (Figura 07).
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Figura 07: Avaliacdo do perfil de morte celular induzido pelos extratos de plantas do Cerrado. Marcagéo
de eventos com anexina e/ou iodeto apds 2 e 6 horas de tratamento com os extratos.* p < 0,05 versus
controle segundo teste T de Student (Ap = apoptose; A+ = positivo para anexina, A - = negativo para

anexina; |+ = positivo para iodeto, |- = negativo para iodeto).

Para confirmar o perfil de morte celular induzido pelo tratamento com os extratos
do Cerrado nas linhagens SCC-9 e FaDu, foi realizado também o ensaio de Western-
blot para avaliacdo da clivagem de procaspase 3. Assim, a marcacdo de banda de
caspase-3 confirma que ocorreu processo apoptotico. Na parte superior da Figura 08 é
possivel encontrar a banda de caspase integra (procaspase) em todas as amostras,
porém a banda de caspase clivada (17 Kda) s6 é vista apos tratamento da linhagem
SCC-9 com extrato EDH. Na linhagem FaDu é possivel identificar as bandas de
caspase (integra e clivada) tanto para as células controle quanto para as células

tratadas, sendo que o controle apresenta maior intensidade (Figura 08). Com isso
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conclui-se que o tratamento de SCC-9 com EDH induz morte por apoptose, ja o
tratamento de FaDu por ESH nédo foi capaz de induzir aumento da apoptose,

corroborando assim com os resultados observados na citometria de fluxo.

Pro caspase 3

Caspase 3
17 Kda

SCC-9Ctd SCC-9 EDH FaDu Ctrl FaDu ESH

GADPH

Figura 08: Western-blot para deteccdo da clivagem da proteina caspase 3 e controle com GADPH nas
linhagens SCC-9 (carcinoma de lingua) e FaDu (carcinoma de hipofaringe) ap6s 12 horas de tratamento
com os extratos EDH e ESH (Ctrl = controle).

4.9 Andlise da interferéncia no ciclo celular da linhagem SCC-9 induzida
pelo extrato EDH

Uma vez sugerido que o tratamento da linhagem de carcinoma de lingua com
EDH reduz de maneira significativa a proliferagdo celular, confirmado pelo ensaio de
BrdU, fez-se necessario identificar possiveis interferéncias do extrato EDH no ciclo

celular. A citometria de fluxo das células, controle e tratadas, fixadas em etanol e
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marcadas exclusivamente com lodeto de Propideo permite identificar o niamero de
eventos em cada fase do ciclo celular. Na Figura 09A observa-se que no grupo
controle, 27% dos eventos foram marcados na fase G0/G1, 69% na fase S e 3% na
fase G2/M. Porém as células tratadas com EDH, apos 24 horas, migraram
significativamente da fase S para a fase GO/G1 (75% de eventos em GO/G1, 21% em S
e 4% em G2/M). As alteracdes de marcacdo nas fases do ciclo celular também podem
ser visualizadas na figura 09 B. Esse dado deixa claro que o tratamento da linhagem
SCC-9 com o extrato EDH paralisa o ciclo celular e reafirma a reducdo da proliferacao

das células de carcinoma de lingua.
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Figura 09: A - Distribuicdo dos eventos por fase do ciclo celular ap6s 24 horas de tratamento com extrato
EDH. *** p < 0,0001 (diferenca entre distribuicdo das células na fase GO/G1 e S). B- Distribui¢cdo dos
eventos marcados com lodeto de Propideo no histograma: o primeiro pico vermelho representa os
eventos na fase GO/G1, o segundo pico vermelho (a direita) representa os eventos na fase G2/M, a

regido tracejada representa o nimero de eventos na fase S.
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A Figura 10 demonstra que ha alteracdo na expresséo das proteinas envolvidas
no processo de transicdo das fases do ciclo celular. Dentre as proteinas estudadas,
(Ciclina D, Ciclina E, pl16, p21, p27) observou-se que o tratamento com o extrato EDH
provoca diminuigdo da expressao de Ciclina D (88% de reducédo em relacdo ao grupo
controle) e Ciclina E (24% de reducédo), aumento de aproximadamente 20% na
expressdo de p2l e 13% da expressdo de pl6. Também observou-se reducédo da
expressdo de p27 (37%). O célculo da expressao das proteinas foi realizado pelo

software Uvitec (Cambridge).

CTRL EDH
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p16 " 13%
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Figura 10: Expresséo das proteinas do ciclo celular na linhagem SCC-9 apo6s 12 horas de tratamento

com o extrato EDH.
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4.10 Avaliagcdo da interferéncia do extrato no ensaio de lesdo em

monocamada e migragao celular

O teste de fechamento de ferida demonstrou que nas horas iniciais, o tratamento
com extrato EDH influenciou a migragéo celular evitando com que a linhagem SCC-9
migrasse e fosse capaz de fechar a “ferida” aberta na placa (Figuras 11A, 11B e 11C).
Esse fato pode ser observado até 12 horas poés-tratamento com EDH. Nas células
controle houve 21% a mais de area fechada do que nas células tratadas com extrato
EDH na concentracdo do IC50 (Figura 11C). ApGs 24 horas de tratamento jA ha
pequeno aumento na area inicial da ferida, que passa a ser de 101,04%, indicando
perda celular. Com 36 horas o grupo controle apresenta praticamente o fechamento
total da ferida. Nos pocos tratados com EDH, apds 36 horas de tratamento, ja ndo é
mais possivel identificar as margens da ferida de maneira clara e a imagem é sugestiva
de aumento desta area para aproximadamente 123,7% (Figura 11C).

O extrato EDH também mostrou ser capaz de influenciar a capacidade das
células de carcinoma de lingua em atravessarem o compartimento superior da camara
e chegar a camada inferior do poco. Houve reducdo de aproximadamente 71% na
migragao celular (Figuras 12A e 12B). Esse resultado sugere que o extrato EDH pode
reduzir a capacidade de invasdo das células neoplasicas e consequentemente inibir

metastase.
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Figura 11: Avaliacdo do fechamento de lesdo em monocamada da linhagem SCC-9 pés-tratamento com
o extrato EDH. A: Células controle, tratadas apenas com o solvente do extrato. B: células tratadas com o
extrato EDH. C: Célculo do tamanho da area da ferida expresso em porcentagem.
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Figura 12: Demonstracéo da inibicdo da migragdo celular das células SCC-9 tratadas com o extrato EDH.
A: Imagens representativas das células que atravessaram a membrana e localizam-se no compartimento
inferior da cAmara As células controle e tratadas foram coradas com cristal violeta e fotografadas com e
sem tratamento pelo extrato EDH. B: Representacdo do percentual de células que migraram para o
compartimento inferior da camara.
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4.11 Identificagdo dos possiveis compostos presentes nos extratos com

maior atividade citotéxica

A fim de identificar a provavel substancia ou composto com atividade citotoxica
para as linhagens SCC-9, SCC-25 e FaDu, os extratos EDH, ESH e ESOH foram
fracionados em cinco fragbes: hexano: acetato de etila (1:1), acetato de etila: metanol
(1:1), acetato de etila, metanol e hexano. Apés tratamento das linhagens celulares com

cada uma das fragdes na concentracao de 500 pug/mL, a citotoxicidade foi averiguada.
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Figura 13: Citotoxicidade das fragBes nas linhagens SCC-9, SCC-25 e FaDu apés 24 horas de
tratamento. 1 - Fracdo hexano: acetato de etila (1:1); 2 - Fracdo acetato de etila: metanol (1:1); 3 -

Acetato de etila; 4 - Metanol; 5 - Hexano.
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Os testes de citotoxicidade anteriores demonstraram que dentre as espécies
estudadas, o extrato hexanico foi o que apresentou maior toxicidade para as linhagens
de carcinoma e por isso apenas 0s extratos hexanicos foram fracionados. Para os
extratos ESH e ESOH as fragcbes com maior atividade citotéxica foram as fracbes
acetato de etila. No extrato EDH, duas fracfes tiveram atividade citotoxica bastante
semelhante, a fracdo hexano: acetato de etila (1:1) e a fracdo acetato de etila, mas a
primeira delas apresentou citotoxicidade um pouco maior, demonstrando 35,18% de
células viaveis (Figura 13).

Para detectar a classe de substadncias mais presentes nestas fracoes,
realizamos o teste da cromatografia de camada delgada (CCD) em placa de silica.
Como solucgéo eluente foi utilizado o hexano (7): acetato de etila (3) e anisaldeido como
revelador. A Figura 14 demonstra que todas as fracbes apresentaram padréo

compativel com triterpenos.

ESH ESOH EDH-F1 EDH-F2

Figura 14: Cromatografia de camada delgada (CCD) com as fragbes: acetato de etila dos extratos ESH e

ESOH, hexano: acetato de etila (1:1) para EDH (EDH-F1) e acetato de etila do extrato EDH (EDH-F2).
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5. DISCUSSAO

O tratamento do céncer de cabeca e pescoco é um grande desafio para a
oncologia. Dois tercos dos pacientes sdo diagnosticados em estagios loco regional
avancados da doencga e por isso a estimativa de vida permanece em 5 anos para 30 a
60% dos pacientes (Zaboli et al., 2012). Enquanto em estagios iniciais a cirurgia
apresenta-se como melhor opcéo terapéutica, casos mais avangados requerem
tratamentos complexos com associacao de radioterapia e quimioterapia. Os pacientes
que se submetem ao tratamento quimioradioterapico apresentam uma série de efeitos
adversos como mielossupressao, dermatite, mucosite e diarreia o que diminui
consideravelmente a qualidade de vida desses pacientes (Sclumpf et al. 2013).
Agentes de base-platina, como a cisplatina fazem parte dos regimes quimioterapicos
convencionais (Abuzeid et al., 2010). Mesmo sendo o quimioterapico de escolha a
cisplatina ndo apresenta bons resultados no tratamento do HNSCC. No presente
trabalho verificou-se que o uso da cisplatina na concentracdo de 50 pg/mL induziu
aproximadamente 58% de citotoxicidade para a linhagem FaDu. Nas linhagens de
carcinoma oral a cisplatina ndo foi capaz de induzir 50% de citotoxicidade. Outro
problema identificado no tratamento com a cisplatina é que a repeticdo de varios ciclos
gera resisténcia nas células de carcinoma de cabeca e pescoco (Abuzeid et al., 2010).
Por isso a busca por novas associacdes quimioterapicas sao constantes. Ja em 2004,
Huang et al. constataram que havia um beneficio em incorporar o taxol ao tratamento
dos pacientes com carcinoma de cabeca e pescoco. Clinicamente, a combinacéo
quimioterapica (taxol, cisplatina e 5-FU) tem sido utilizada no tratamento dos pacientes
com carcinoma de cabeca e pesco¢o no Hospital Universitario de Brasilia (HUB).
Cognatti et al., 2008 em sua revisao de literatura apontam trés estudos que indicam
que o uso dessa combinagcédo pode aumentar a sobrevida dos pacientes.

Zheng, et al. 2010 afirmam em seu trabalho que para a radioterapia ser efetiva €
necessario que a radiacdo ao qual a célula foi exposta seja capaz de causar lesdo
subletal suficiente para que a célula entre em processo de apoptose. De fato, dose
Gnica de radiacdo (2Gy/min), n&o induziu morte celular nas linhagens FaDu, SCC-9, e

SCC-25, além de estimular o crescimento celular na linhagem de queratindcitos. Para
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obter lesdo subletal suficiente, seria necessario expor as células a um maior nimero de
doses, procedimento realizado no tratamento de pacientes.

Mesmo sendo classificados em um mesmo subtipo de tumor e tendo a mesma
origem epitelial, os carcinomas de boca e de orofaringe comportam-se de maneira
diferentes (Leemans et al., 2011, Belcher et al., 2014). Sabe-se que as alteracdes em
genes e as vias moleculares variam de tumor para tumor, o que pode ser uma
justificativa para a diferenca de comportamento diante do mesmo tratamento (Chatelain
et al., 2011). As linhagens SCC-9 e SCC-25 derivadas de tumor de lingua se
mostraram menos sensiveis aos tratamentos com os extratos de plantas do Cerrado e
ao quimioterapico convencional (cisplatina) quando comparadas a linhagem FaDu,
(carcinoma de hipofaringe). Tal diferenca em relacdo ao tratamento quimioterapico
também foi observada no estudo de Howard et al., 2012. O tratamento prévio com
cisplatina (50 pg/mL) seguido por irradiagdo (2 Gy) aumentou significativamente a
citotoxicidade observada nas linhagens celulares. A combinacdo destes tratamentos
induziu 85% de citotoxicidade na linhagem FaDu, 83% de citotoxicidade em SCC-25 e
80% na linhagem SCC-9. O uso conjunto de quimioterapia, convencional ou associada
a radioterapia melhora a resposta ao tratamento em pacientes com carcinoma de
cabeca e pescoco (Bachaud et al., 1996; Pignon et al., 2009; Argiris et al., 2010; Zaboli
et al., 2012).

Nos ultimos anos, plantas de varios paises tém recebido atencéo especial para a
sua utilizagdo no tratamento e quimioprevencédo de tumores (Suffredini et al., 2007;
Kviecinski et al., 2008; Chia et al., 2010; Endringer et al., 2010; Santos Junior et al.,
2010; Melo et al., 2011; Henning et al., 2011). Ao averiguar o potencial citotéxico de
plantas do Bioma Cerrado em linhagens de HNSCC observou-se que a linhagem de
carcinoma de hipofaringe FaDu foi mais sensivel aos tratamentos propostos, sendo que
9 extratos geraram 50% ou mais de citotoxicidade celular. A linhagem SCC-25 foi
sensivel a dois extratos, e a linhagem SCC-9 a 3 extratos. Destaca-se que a linhagem
HaCat foi sensivel, com toxicidade maior ou igual a 50%, em apenas quatro
tratamentos o que sugere possivel seletividade dos extratos etandlicos para a linhagem
FaDu e de EDH e ESOH para a SCC-9. A acao citotoxica da planta Pouteria torta em
linhagens de cancer ja foi demonstrada em outros trabalhos (Boleti et al., 2008; Elias et
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al., 2013). A pouterina, uma proteina com atividade tipo lectina, isolada a partir de
sementes de Pouteria torta, foi capaz de induzir apoptose em células neoplasicas de
mamiferos (Boleti et al., 2008).

Além de apresentarem atividade citotoxica para as linhagens de HNSCC, os
extratos testados também demonstraram ter efeito radiosensibilizante. O pré-
tratamento das células com 500 pg/mL dos extratos de plantas do Cerrado, seguido por
tratamento radioterapico (2 Gy) apresentou melhores resultados de citotoxicidade
celular que a radioterapia isolada, demonstrando forte efeito aditivo, dados ja
publicados no artigo de Elias et al., 2014. Estes resultados sdo semelhantes aos
achados de Kotowski et al. (2011) e Eder Czembirek et al. (2010) que detectaram efeito
aditivo do acido betulinico e sulforafano, respectivamente, a irradiacdo de células de
carcinoma epidermdide de cabeca e pescoco em ensaios clonogénicos.

A forte toxicidade ocasionada pelo tratamento das linhagens de HNSCC por
extratos do Cerrado levanta a questdo da importancia da toxicidade inespecifica.
Grande parte dos efeitos adversos ocasionados pelos tratamentos quimioterapicos se
da pela inespecificidade dos seus alvos. Geralmente as células que estdo em fase de
proliferacdo sdo as mais atingidas, porém outros mecanismos podem justificar a
toxicidade desses farmacos (Florea e Blsselberg, 2011; Peres e Cunha Junior, 2013).
Observou-se nesse trabalho que a atividade de ESH nao é seletiva para as células de
carcinoma de hipofaringe (FaDu) apresentando indice de seletividade tumoral (IST) de
0,93 em relacdo aos gqueratinécitos (HaCat). Ja o extrato EDH apresentou resultado
bastante promissor com IST de 1,64 para a linhagem SCC-9 em relacdo a HacCat.
Resultado semelhante pode ser encontrado no estudo de Horri et al., 2012 que
verificou que o extrato de Rhinacanthus nasutus apresenta forte seletividade para
linhagem de carcinoma oral quando comparado a acdo em fibroblastos gengivais,
células pulpares e células do ligamento periodontal.

Os agentes neoplasicos podem ser divididos em quimioterapicos, agentes
hormonais e imunoterapicos. Dentre 0s quimioterapicos ainda existe uma
subclassificacdo quanto a sua estrutura quimica ou seu mecanismo de a¢do. Muitos
agentes sao ciclo-celular especificos, exercem sua funcdo em células que estdo em

processo de divisdo, e outros sdo agentes ciclo-celular ndo especificos, que tém a
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capacidade de eliminar células tumorais independentemente de estarem atravessando
o ciclo ou de estarem em repouso no compartimento GO (Espinosa E et al., 2003). Os
extratos EDH e ESH por apresentarem maior atividade citotoxica nas linhagens de
HNSCC foram avaliados quanto a sua capacidade de interferir na proliferacéo celular.
Apesar de pertencerem a mesma familia os extratos apresentaram acdo bastante
distinta. O EDH reduziu aproximadamente em 30% a proliferacao celular, j& o extrato
ESH, ndo apresentou reducdo da proliferacéo celular. Esse dado sugere a expectativa
de diferentes vias de acao e por isso identificar o perfil de morte celular induzido por
cada agente se fez necessério.

O extrato EDH apresentou perfil de morte celular misto com aumento de eventos
marcados por anexina, anexinal/iodeto e iodeto na analise de citometria de fluxo. Os
resultados sugerem que o extrato EDH tem acé&o variada na linhagem de carcinoma
oral, induzindo apoptose em fase inicial com progresséo para necrose a medida que ha
aumento no tempo de tratamento. Efeito semelhante foi observado por Chia et al, 2010,
gue constatou que o extrato das folhas de Toona sinensis induz morte por apoptose ou
uma combinacdo de apoptose e necrose dependendo do tipo celular estudado. A
identificacdo da expressdo de caspase-3 nas células tratadas com EDH, confirma que
a apoptose esta presente. Outros trabalhos ressaltam a importancia da inducao de
apoptose por futuros candidatos a agentes antineoplasicos e utilizam o aumento de
marcacgao da caspase-3 para definir sua presenca (Elias et al., 2010; Boubaker et al.,
2011; Chan et al.,, 2012; Colquhoun et al., 2012). Apesar do extrato ESH induzir
necrose na linhagem de carcinoma de hipofaringe, este efeito ndo pode ser
negligenciado. Evidéncias recentes sugerem que a necrose pode ser um processo
controlado com envolvimento de mecanismos moleculares distintos. Especificamente, a
necrose pode gerar o aumento nas citocinas de morte celular tipo-TNF na auséncia de
inibidores de caspase. Isso levaria a uma morte celular programada chamada de
necroptose que se caracteriza por inchaco das organelas celulares seguida por ruptura
da membrana plasmatica (Cho et al., 2011).

As ciclinas e CDKs sdo as principais responsaveis por tornar possivel a
progressao do ciclo celular da fase GO para a entrada da fase G1 com subsequentes

passagens pelas fases S, G2 e M. As alteracdes dos niveis de ciclina e CDKs permitem
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a transicado entre as fases que geram ao final do processo uma célula filha idéntica a
célula mée. Durante todo este processo existem os chamados pontos de checagem
gue verificam se a célula esta apta a progredir pelo ciclo (Carneiro, 2002). O estudo da
transicdo da fase G1 para a fase S € de fundamental importancia uma vez que muitas
alteracdes genéticas que levam a progressdao do cancer provocam justamente a
desregulacéo do ciclo nesta interface (Foster et al.,2010). Com foco nos tumores que
geram desregulacao do ciclo celular, surgiram os agentes antineoplasicos ciclo-celular
especificos, dentre eles podemos citar os agentes antimetabdlicos, agentes hormonais,
produtos naturais como os alcaloides da vinca e o taxol (Johnson et al., 1960; Wani et
al., 1971).

O tratamento com o extrato EDH na linhagem SCC-9, revelou alteracéo no ciclo,
com retencao das células na fase GO/GL1 e significativa reducao do niumero de eventos
na fase S. No grupo controle 27% dos eventos estavam na fase GO/G1 e 69% na fase
S, comprovando processo de divisdo celular. As células tratadas com o extrato EDH
apresentaram 75% de marcacdo de eventos na fase GO/G1 e reducdo da fase S para
aproximadamente 21%, que sugere retencdo do ciclo. Efeito semelhante foi observado
por Wang et al., 2009, em relagcdo aos extratos pertencentes ao género Sinularia na
linhagem de carcinoma oral SCC-25. Ainda Chan et al., 2012, observou 0 mesmo com
a substancia apigenina, um flavonoide.

Dentre as proteinas envolvidas no processo de progresséao do ciclo as ciclinas D,
E e A se destacam, pois a variacdo de seus niveis e a ligacdo delas as CDKs permite a
transicao pelas fases do ciclo celular. Ciclina D, codificada pelo gene CCND1, funciona
basicamente como subunidade reguladora de Cdk4 e Cdk6. A atividade da Ciclina D &
de fundamental importancia para que ocorra a transicdo da fase G1 para a fase S. Por
outro lado, a Ciclina E tem como alvo a Cdk2, e sua unidao permite a progressao de
G1/S. O complexo CiclinaE/Cdk2 fosforila a proteina p27 (inibidor de ciclina D) e
permite a expresséo de Ciclina A, necessaria para a entrada e progressao para a fase
S. Além da p27, as ciclinas possuem outros reguladores naturais dentre eles podemos
citar as proteinas p21 e a p16. Essas proteinas atuam como supressoras tumorais se
ligando preventivamente as Ciclinas D e E, inibindo a ligacdo dessas as Cdk2 e Cdk4
(Carnero, 2002; Rigglelen e Felsher, 2010, Bertoli et al., 2013).
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Uma vez tratada com o extrato EDH, a linhagem SCC-9, de carcinoma de lingua,
apresentou mudancas no perfil de expressado das proteinas envolvidas na transi¢cao do
ciclo celular. Observou-se que houve diminuicdo na expressao de Ciclinas D e E, assim
como da proteina p27. Por outro lado, a expressao das proteinas p21 e p16 nas células
tratadas revelaram bandas mais intensas do que as observadas no controle. Esses
resultados em acordo com a literatura (Carnero, 2002; Howard et al., 2012) justificam o
acumulo de eventos na fase GO/G1 e consequente diminuicdo da proliferacao celular
encontrada no experimento realizado.

Trabalhos recentes apontam que existe uma conexao entre diabetes e cancer.
Pacientes que usam metformina para controle da diabetes parecem ter uma menor
incidéncia de cancer por isso sua interferéncia em células neoplasicas tem sido testada
(Chandel N, 2014; Gandini et al., 2014). Ao avaliar a agdo da metformina nas linhagens
FaDu e Detroit 562, representantes de carcinoma de cabeca e pescoco, notou-se nitida
interferéncia no ciclo celular, com paralisacdo das células na fase G1. A analise dos
niveis das proteinas envolvidas no ciclo celular, das células tratadas com metformina,
demonstra reducdo da expressao das proteinas Cdk2, Cdk4, Cdk6, Ciclinas D e E, e
inibidores de CDK, como as proteinas pl5, pl6, pl8 e p27 (Sikka et al., 2014).
Resultado semelhante ao encontrado nas células SCC-9 tratadas com o extrato EDH,
discordando apenas na expressao de pl6 que teve sua expressao aumentada em
nosso trabalho e reduzida no tratamento com metformina. O agente antineoplasico
flavopiridol também exerce funcdo apoptética em carcinoma de cabeca e pescoco
através da paralisacdo do ciclo celular e reducéo da expressédo de Ciclina D (Patel et
al., 1998).

Outro importante aspecto a ser avaliado nos possiveis candidatos a tratamentos
antineoplasicos € o potencial de inibicio de metastase. Medicamentos que sao
capazes de diminuir o tumor, por mecanismos de citotoxicidade, inibicdo da
proliferacdo, inducdo de apoptose e reducdo da capacidade de metastase sao
importantes aliados no tratamento de pacientes oncolégicos. No teste de fechamento
de ferida, (scratch assay), a célula SCC-9 tratada com o extrato EDH, apés 12 horas, ja
mostrou efeito inibidor da migracdo celular. Resultados semelhantes séo vistos em

outros trabalhos, que trataram a linhagem FaDu com MK2206 (inibidor de AKT) e
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extrato de Anisomeles indica (Knowles et al., 2011; Hsu et al., 2012). Apés 24 horas de
tratamento a citotoxicidade celular causada na linhagem SCC-9, pelo extrato EDH,
parece ser maior que a reducdo da migracdo. As imagens realizadas durante o teste de
lesdo de monocamada demonstram que 24 horas ap0s o tratamento com o extrato
EDH as células ao redor da ferida comecam a morrer, evidenciando assim a atividade
citotoxica do extrato. Nas imagens de 36 horas de tratamento, o controle esta
totalmente fechado, mas nas células tratadas ja € dificil definir a linha de ferida.
Associado a esses dados temos o resultado do teste Transwell que demonstra a
reducdo da migracdo das células neoplésicas apés o tratamento. Esses resultados em
conjunto sugerem que além de atividade citotoxica, antiproliferativa, apoptoética e
estabilizadora do ciclo celular, o extrato EDH também pode possuir atividade
antimetastatica. Similarmente, Yang et al. 2013, demonstrou que as células SCC-9 que
superexpressam MT1-MMT apresentam menor capacidade de migracao pelo teste do
scratch, porém maior motilidade celular no teste transwell, apresentando caracteristica
semelhante as de células tronco neoplasicas.

Definir o potencial biolégico de extratos de plantas é uma importante ferramenta
na descoberta de novos agentes terapéuticos. Porém para que sua utilizacdo comercial
torne-se possivel é necessario identificar e isolar possiveis substancias ativas.

Os flavonoides sdo uma classe de compostos fendlicos difundidas no reino
vegetal. Estes compostos apresentam varias atividades biologicas, incluindo atividade
antioxidante e radioprotetora (Shimoi et al., 1994; Pietta, 2000). No entanto, eles
podem migrar para a atividade pré-oxidante, na presenca de metais. Esta atividade pro-
oxidante é responsavel pela capacidade dos flavonoides em promover a toxicidade
celular, principalmente causando lesbes ao DNA. Como as células malignas tém um
nivel mais elevado de cobre intracelular, tem sido sugerido que o flavonoide-Cu (I1)
apresenta efeitos mais citotoxicos em células neoplasicas do que em células normais
(Hosseinimehr, 2010). Nos extratos etandlico e aquoso de Erythroxylum suberosum
foram identificados catequinas, epicatequinas e rutinas, através da analise de HPLC,
dados nédo apresentados neste estudo mas ja publicados em Elias et al., 2014. A
presenca de flavonoides nos extratos testados pode justificar o efeito

radiosensibilizante encontrado (Elias et al., 2014). Os flavonoides como a genisteina,
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apigenina e quercetina derivados da espécie Citrus SP ja demostraram efeito
radiosensibilizante, inibindo o reparo do DNA apds exposicdo a radioterapia
(Kandaswami et al., 1991). Derivados de catequinas e epicatequinas, também
presentes nos extratos aquoso e etandlico de E. suberosum, apresentaram atividade
quimioprotetora, modulando a sinalizagdo de varias vias, induzindo apoptose e arrasto
do ciclo celular. Além de inibir a proliferacdo celular, a angiogénese e a metastase de
células de carcinoma de cabeca e pescoco (Kim et al., 2010).

E importante levar em consideracdo que os extratos de plantas sdo misturas
muito complexas, apresentando-se com uma abundancia de compostos ativos. Os
mais polares, 0s quais sao 0s extratos etandlicos e aquosos, sado ricos em polifendis,
uma classe de substancias com atividade antioxidante significativa. De fato, varios
polifendis sdo capazes de proteger as células contra os danos da radiagdo (Shimoi et
al., 1994). Ao fracionar o extrato hexanico de Erythroxylum daphnites, Erythroxylum
suberosum, e Erythroxylum subrotundum, verificamos que em todos eles, ao serem
testados nas linhagens de carcinoma de cabeca e pescoco, a fracdo que concentrou
maior atividade citotoxica foi a acetato de etila. Para o extrato EDH, a fracdo hexano(1):
acetato de etila(l) induziu citotoxicidade muito semelhante aquela encontrada nas
células tratadas com a frac@o acetato de etila. Isso nos permite inferir que o provavel
componente ou composto ativo estd presente em maior concentracdo na fracao
hexano(1): acetato de etila(1).

Ao fazer o experimento de cromatografia de camada delgada (CCD) nas fracGes
com maior atividade citotoxica para as linhagens de HNSCC verificamos que a classe
preponderante de substancias encontrada € a classe dos triterpenos. Existem mais de
mil estruturas diferentes de triterpenos que estdo presentes em grande diversidade no
reino vegetal. Dentre as principais classes encontradas podemos destacar o lupeol, a
a-amirina, a R-amirina, a friedelina e o lanostradiol (Olea e Roque, 1990). Diversos
estudos tém demonstrado atividade bioldgica, como acdo antiinflamatéria e
quimioprotetora, dessa classe de substancias (Shi et al., 2014; Olden e Vulimiri, 2014;
Parra et al., 2014; Manosroi et al., 2013). O nimbolide, um triterpeno derivado da
espécie Azadiractha indica foi capaz de inibir a proliferacdo celular, induzir apoptose,

suprimir a atividade do NF-KB e proteinas reguladas pelo NF-KB em células de
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carcinoma colorretal. Esses efeitos foram possiveis pela modulacdo do microambiente
pré-inflamatério provocado por esse triterpeno (Gupta et al., 2013). O Phaseolideside
E, outro triterpeno derivado de espécie vegetal, apresentou forte atividade citotdxica em
células de carcinoma de esofago, induzindo apoptose, fragmentacdo do DNA e
aumento da fase sub-G1 do ciclo-celular, bem como a diminuicdo do potencial de
membrana e aumento de espécies reativas de oxigénio (Mo et al., 2013). Assim 0s
triterpenos encontrados em nossos extratos podem ser 0s responsaveis pela atividade
citotoxica e antiproliferativa observada nos experimentos realizados.

Os resultados apresentados neste trabalho em concordancia com outros
observados na literatura sugerem que os extratos de plantas do Cerrado apresentam
inumeras atividades biologicas, destacando o potencial antineoplasico em células de
carcinoma de cabeca e pescoco. A especificidade da acdo do extrato hexanico da
planta Erythroxylum daphnites (EDH) na linhagem de carcinoma de lingua, induzindo
apoptose, retencdo das células na fase G1 e alteracdo das proteinas envolvidas no
processo de progressdao do ciclo-celular, além do possivel perfil antimetastatico
demonstram que o extrato EDH é forte candidato a agente farmoquimico. Porém, mais
estudos sdo necessarios para isolar a substancia ou componente ativo e tornar a

utilizacéo farmacolégica desse agente possivel.
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6. CONCLUSAO

Frente aos objetivos propostos, podemos concluir que:

1-

2-

Os extratos derivados de plantas do Cerrado estudados, em sua maioria, Sao
citotoxicos as linhagens de carcinoma de cabeca e pescoco.

A linhagem de carcinoma de hipofaringe (FaDu) € a mais sensivel aos
tratamentos propostos. Dos extratos avaliados 05 deles tém acéo especifica
na linhagem de carcinoma de hipofaringe em relacdo aos queratindcitos
(HaCat). Dentre as linhagens de carcinoma de boca o extrato EDH é mais
citotéxico para SCC-9 e ESOH para a linhagem SCC-25 do que para a
linhagem HaCat.

Os extratos do Cerrado utilizados na pesquisa apresentam atividade
citotéxica similar ou melhor do que a induzida por cisplatina nas linhagens de
HNSCC.

Os extratos do Cerrado tém importante acéo radiossensibilizante.

O extrato EDH é seletivo para a linhagem de carcinoma de lingua. O mesmo
nao € observado nas células de hipofaringe tratadas com ESH.

O extrato EDH possui efeito antiproliferativo para a linhagem SCC-9
enquanto ESH ndo interfere na proliferagéo da linhagem FaDu.

O tratamento da linhagem SCC-9 com EDH ocasiona perfil de morte celular
misto com marcacdo celular para apoptose e também para necrose. O
extrato ESH provoca morte exclusiva por necrose na linhagem de carcinoma
de hipofaringe.

O processo de morte celular ocasionado pelo extrato EDH se da por sua
interferéncia direta no ciclo celular da linhagem de carcinoma de lingua.
Tratamento com o extrato EDH causa paralisacéo do ciclo na linhagem SCC-
9, com diminui¢cdo da marcacéo de ciclinas (D e E) e aumento da expressao

de supressores tumorais como p21 e pl16.

10- O extrato EDH reduz consideravelmente a motilidade celular da linhagem

SCC-9 nas 12 primeiras horas de tratamento.
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11- Os extratos hexanicos apresentam maior citotoxicidade para as linhagens de
HNSCC. As fracOes acetato de etila ou hexano(1): acetato de etila(1) sédo as
mais citotdxicas. Triterpenos sdo as substancias mais abundantes tanto no

extrato EDH quanto no extrato ESH.
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APENDICE A - RADIATION INDUCED A SUPRA-ADDITIVE CYTOTOXIC
EFFECT IN HEAD AND NECK CARCINOMA CELL LINES WHEN COMBINED WITH
PLANT EXTRACTS FROM BRAZILIAN CERRADO BIOME



