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RESUMO
CARDOSO, Sarah Caixéta. Estudo da atividade antitumoral de extratos de plantas e de
fluidos de cultivo de fungos em linhagens de células de adenocarcinoma de prostata
humano. Brasilia, 2014. Dissertacdo de mestrado em Ciéncias Farmacéuticas — Faculdade de

Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2014.

O cancer de prostata € o tumor mais comum diagnosticado em homens. As opcdes
terapéuticas incluem a prostatectomia, radioterapia e até mesmo a vigilancia ativa, em estagio
inicias. Para doenca em estagio avangado € indicada terapia local definitiva combinada com
radioterapia adjuvante e/ou terapia hormonal de privacdo androgénica, porém sua eficacia €
limitada. Assim os produtos naturais tém um papel importante como fonte na busca de novos
agentes antitumorais. A biodiversidade brasileira, destacando o bioma Cerrado por sua
enorme variedade de espécies, vem se tornando alvo importante na busca de novas
biomoléculas com potencial terapéutico. O presente estudo tem como objetivo investigar a
existéncia de atividade citotdxica de extratos de plantas e extratos de fluido de cultivo de
fungos em linhagens de células de adenocarcinoma de prostata humano. Sob cultivo de duas
linhagens de adenocarcinoma de prostata humano LNCaP clone FGC (sensivel a
androgénios), e PC3 (resistente a androgénios), e de uma linhagem controle de queratindcitos
humanos normais (HaCat), foram investigados 31 extratos obtidos de plantas e 11 extratos de
fluido de cultivo de fungos. O ensaio de viabilidade celular foi utilizado para avaliar a
citotoxicidade e a curva dose-resposta. Foi analisado o perfil de morte celular e alteracdes no
ciclo celular por meio de citometria de fluxo, utilizando kit comercial de anexina V e iodeto
de propideo. Foi realizada microscopia eletrénica de transmissdao (MET) com o intuito de
confirmar morfologicamente o perfil de morte celular. A fim de identificar compostos
presentes nos extratos utilizou-se cromatografia em camada delgada. Entre os 31 extratos
analisados, 12 extratos de plantas e 3 extratos de fluido de cultivo de fungos apresentaram
atividade citotoxica maior que 50% em linhagem de adenocarcinoma de prostata androgeno
sensivel (LNCaP). Sete extratos de plantas e 2 de fluido de cultivo de fungos apresentaram
resposta dose dependente e indice de seletividade maior para a célula LNCaP. Estes
apresentaram tendéncia a apoptose inicial e tardia e 4 extratos apresentaram parada do ciclo
celular na fase GO/G1 estatisticamente significativa. Na analise global do efeito citotoxico em
LNCaP, considerando também os indices de seletividade, destacaram-se 0s extratos de:
Pouteria ramiflora caule etandlico (E), Pouteria torta fruto E, Bauhinia rufa folha E,

Sapindus saponaria fruto E e Alamanda blanchetii folha E. Na linhagem PC3, 10 extratos de



plantas apresentaram inicialmente resposta citotoxica maior que 50%, porém apenas 3
apresentaram resposta dose dependente. Destacaram-se extratos de B. rufa e P. caimito, com
repressao significativa do ciclo celular e inducdo expressiva de apoptose tardia. Foi possivel
obter imagens de MET apenas de células LNCaP tratadas com A. blanchetii fruto E e de
celulas PC3 tratadas com A. blanchetti folha hexanico (H), que confirmaram os achados pela
citometria. Os compostos acetato de lupeila, friedelenol e acetato de o amirina foram
identificados nos extratos Pouteria ramiflora caule E e Pouteria torta fruto E. Todos 0s
extratos com atividade citotoxica identificados foram etanolicos ou hexanicos. Os extratos
citotoxicos identificados possuem potencial como fonte natural de compostos ativos e estudos

futuros sdo necessarios para caracterizacdo de sua atividade farmacoldgica.

Palavras-chave: Adenocarcinoma. Prostata — Cancer. Matéria médica vegetal. Produtos

naturais — Uso terapéutico.



ABSTRACT
CARDOSO, Sarah Caixéta. Study of antitumor activity of plant and culture fluid fungi
extracts in cell lineages of human prostate adenocarcinoma. Brasilia, 2014. Dissertacao de
mestrado em Ciéncias Farmacéuticas — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de
Brasilia, Brasilia, 2014.

Prostate cancer is the most common cancer diagnosed in men. Therapeutic options include
prostatectomy, radiation therapy and active surveillance for initial stage tumors. For advanced
disease, definitive local therapy combined with adjuvant radiotherapy and / or androgen
deprivation hormone therapy are indicated, but their effectiveness is limited, with high
mortality. Due to limited therapeutic options, natural products have an important role as a
source for discovery of new antineoplastic agents. Brazilian biodiversity, particularly the
Cerrado biome and its huge variety of species, is becoming an increasingly important target
for the search of new biomolecules with therapeutic potential. The present study aimed to
investigate the existence of anti-proliferative activity of plant and fungi extracts in cell
lineages of human prostate adenocarcinoma. Under cultivation of two human prostate
adenocarcinoma cell lineages, LNCaP clone FGC (androgen-sensitive) and PC3 (androgen-
resistant), and a control cell lineage of human keratinocytes (HaCaT), 31 extracts of plants
and 11 extracts of culture fluid of fungi were investigated. Cell viability assay was used to
assess the cytotoxicity and to determine the dose-response curves. Cell death profile and
changes in cell cycle were analyzed by flow cytometry, using propidium iodide and annexin
V commercial Kits. Transmission electron microscopy was performed to confirm the
morphological profile of cell death. Thin layer chromatography was used to identify
compounds in selected extracts, which presented significant time- and dose-dependent
activity. Among 31 analyzed extracts, 12 extracts of plants and three extracts of culture fluid
of fungi showed cytotoxicity greater than 50% in LNCaP cell lineage. Seven plant extracts
and 2 extracts of culture fluid of fungi were shown to have a dose-dependent cytotoxic effect,
with higher selectivity for cancer cell lineage LNCaP. These extracts showed a tendency to
induce early and late cellular apoptosis and 4 extracts exerted a statistically significant
inhibitory effect on cell cycle. Upon global analysis of the cytotoxic effect on LNCaP,
including the selectivity index, the following extracts showed the most featured effects:
Pouteria ramiflora stem ethanolic (E), Pouteria torta fruit E, Bauhinia rufa sheet E, Sapindus
saponaria fruit E and Alamanda blanchetii leaf E. In the androgen-resistant PC3 cell lineage,

10 plant extracts showed a cytotoxic effect initially greater than 50%, but for only 3 extracts



this effect was dose-dependent. The most prominent effects were observed for extracts from
B. rufa and P. caimito, which induced significant cell cycle arrest and late apoptosis. It was
possible to obtain images of LNCaP cells treated only with A. blanchetii E, and PC3 cells
treated with A. blanchetti sheet H, which confirmed the findings by flow cytometry. The
compounds lupeyl acetate, friedelenol and o amyrin acetate were identified in extracts
Pouteria ramiflora stem and Pouteria torta fruit E. All cytotoxic extracts identified were E or
H. The cytotoxic plant extracts identified herein represent a potential natural source of active

compounds. Future studies are needed to characterize their pharmacological activity.

Keywords: Adenocarcinoma. Prostate - Cancer. Medical vegetable matter. Natural products -
Therapeutic use.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA
1.1 Préstata normal

A prostata humana esté localizada na base da bexiga ao redor da uretra. E um tecido
derivado do endoderma embrionério, constituido de epitélio pseudoestratificado que apresenta
trés tipos celulares: células basais, luminais e neuroenddcrinas. Possui arquitetura zonal, que
corresponde a uma zona de transicdo, localizada na regido central periuretral, e as zonas
periféricas, juntamente com uma porcdo anterior de estroma fibromuscular. A zona periférica
mais externa ocupa a maior parte do volume e é onde se desenvolve a maioria dos carcinomas
da préstata (SHEN, ABATE-SHEN, 2010).

Sua formacdo embrionaria é estimulada por interacfes entre 0 mesénquima do seio
urogenital e o epitélio, por meio de sinalizacdo mediada pela interacdo dos androgénios ao seu
receptor. A funcdo primordial da préstata adulta € a producdo de componentes importantes do
fluido seminal (SHEN, ABATE-SHEN, 2010).

1.2 Adenocarcinoma de préstata

O céancer de proéstata é o tumor mais comum diagnosticado em homens, sem contar o
cancer de pele ndo melanoma. E um problema de satde crescente em todo o mundo, sendo a

segunda causa de morte relacionada a canceres (BRASIL, 2014a).

No Brasil, segundo Instituto Nacional do Cancer (INCA), a estimativa para novos
casos em 2014 é de 68.800, o que representa 70,42 casos a cada 100.000 homens. A idade é o
fator relacionado mais importante; 62% dos casos ocorrem em pessoas com 65 anos ou mais
(BRASIL, 2014a).

Fatores como histéria familiar, raca negra, dieta e estilo de vida sdo considerados
fatores de risco para o desenvolvimento do céancer de prostata. Outros fatores relacionados a
inflamacéo, infeccdo e modulagéo da ativagédo do receptor de androgenos (AR) participam no
desenvolvimento e progressdo do tumor e para a resisténcia das células tumorais a terapia
antiandrogénica (HOFFMAN, et al, 2011; NELSON, et al, 2003).

A maioria dos canceres de prostata € classificada como adenocarcinomas. Esses

tumores caracterizam-se histologicamente pela auséncia de células basais e pela proliferacdo
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descontrolada de células tumorais com caracteristicas de células luminais, incluindo a
formacdo glandular e a expressdo de AR e de antigeno prostatico especifico (PSA) (CHEN, et
al, 2012).

1.3 Diagnostico do cancer de prostata

O diagndstico envolve varias etapas: 0 rastreamento por meio da dosagem do antigeno
prostatico especifico (PSA) no sangue, o exame retal digital e a bidpsia da glandula, esta
ultima é considerada o exame diagnostico definitivo (OTTLEY, GOLD, 2012).

O antigeno prostatico especifico (PSA) é uma serina protease relacionada a calicreina.
E o principal componente do fluido seminal, produzido pela da expressdo de um gene que é
regulado pelo AR. Presente nas secre¢des da prostata normal, também é secretado no sangue,
em consequéncia a distorcBes na arquitetura normal da prostata. Assim, é possivel sua

utilizacdo como um importante biomarcador patolégico (SHEN, ABATE-SHEN, 2010).

Homens com concentragfes plasmaticas elevadas de PSA usualmente realizam
biopsia para avaliar a possibilidade de cancer de préstata, porém sua elevacdo ndo se associa
necessariamente com a presenca de cancer. O aumento do PSA no sangue pode também estar
associado a hiperplasia benigna na glandula ou a prostatites. Assim, trata-se de um marcador
de elevada sensibilidade, porém com especificidade limitada. Com a bidpsia, é possivel
estabelecer o diagndstico e a classificacdo histopatoldgica do tumor, por meio do escore de
Gleason, o qual define a estratificagdo em grupos de risco para o desenvolvimento ou
ocorréncia de doenca avancada e agressiva (SHEN, ABATE-SHEN, 2010).

Embora o PSA seja o Unico biomarcador utilizado na préatica clinica, outros
marcadores sdo apontados. Dentre esses, destaca-se o antigeno de cancer prostatico 3 (PCA3),
um gene cuja expressdo pode estar aumentada de 6 a 34 vezes no tecido tumoral, a fuséo dos
genes serina protease transmembrana 2 e gene relacionado ao ETS (TMPRSS2:ERG),
encontrada apenas em situacdo de cancer, o ativador do plasminogénio uroquinase (UPA),
outras calicreinas, peptidase relacionada a calicreina 2 (KLK2) e o antigeno precoce do cancer
de prostata (EPCA) (OTERO, et al., 2014).

Entretanto, as estratégias de rastreamento e diagndstico mais utilizadas atualmente,

baseadas na determinacdo da concentracdo plasmatica de PSA, exame retal digital e o escore
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de Gleason na bidpsia de prostata ndo sdo capazes de predizer perfeitamente quais serdo os
casos com evolucdo mais agressiva. Assim, na maioria dos casos de cancer de prostata,
mesmo em estagios iniciais, ainda se opta por tratamento curativo como radioterapia ou
cirurgia. Estes tratamentos resultam frequentemente em efeitos adversos importantes, como
incontinéncia urinria e fecal e disfuncéo erétil e poderiam ser desnecessarios em alguns casos
(HOFFMAN, 2011).

1.4 Tratamento

Na maioria dos casos, 0 cancer apresenta-se na forma latente, restrito a prostata, o que
corresponde a aproximadamente 80% dos casos. Em 20% dos casos ocorre a forma letal,
metastatica, agressiva. Para 0s estagios iniciais, as opcdes terapéuticas incluem a
prostatectomia, radioterapia (externa ou braquiterapia) e até mesmo a vigilancia ativa. Para
doenca em estagio avangado, com extensdo capsular, para vesiculas seminais ou linfonodos
regionais, é indicada a terapia local definitiva combinada com radioterapia adjuvante e/ou
terapia hormonal de privacdo androgénica, porém sua eficacia € limitada. Nesses casos, 0
cancer pode evoluir para um tumor resistente a terapia antiandrogénica, conhecido como
cancer de prostata resistente a castracdo (CRPC - castration resistent prostate cancer)
(HOFFMAN, 2011; OTTLEY, GOLD, 2012).

A terapia alvo para o cancer de prostata avancado € feita por meio da supressdo da
producdo de androgenos e/ou de sua ligacdo ao AR. Essa modalidade terapéutica induz um
estado semelhante a castracdo, isto é, de auséncia de secrecdo ou atividade androgénica.
Entretanto, ela ndo é curativa e quando o tumor ¢é refratario a essa modalidade terapéutica, as

opcoes terapéuticas sdo limitadas (HU, et al, 2009).

A castrac@o pode ser cirurgica ou farmacologica, a qual envolve farmacos analogos do
horménio liberador de gonodotrofinas (GnRH - gonadotropin-releasing hormone), agonistas
inversos ou antagonistas. Também podem ser utilizados inibidores da sintese de testosterona e
antagonistas do AR (ATTAR, 2009).

O estimulo para a producdo de testosterona pelo testiculo é regulado pelo horménio
luteinizante (LH), produzido pela hipdfise, o qual, por sua vez, é regulado pelo GnRH,
produzido no hipotalamo e secretado diretamente na hipofise. Os analogos do GnRH agem
por meio do bloqueio funcional do eixo hipotalamo-hipdfise-testiculos, resultando em
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reducdo significativa da producao de testosterona testicular. Os agonistas inversos disponiveis
atualmente sdo leuprolide, goserelin, triptorelin, e histrelin. Nesse caso, por serem farmacos
agonistas com grande afinidade pelo receptor do GnRH, resultam em aumento inicial da
secrecdo de testosterona, seguido de blogueio devido a competicdo com 0 GnRH enddgeno,
cuja secrecdo pulsatil é responsavel pela producéo fisiologica de testosterona. O aumento
inicial da secrecdo de testosterona induzida por esses agonistas resulta em baixa eficacia
terapéutica. Com intuito de prevenir esse estimulo androgénico inicial, os analogos agonistas
de GnRH podem ser associados com terapia antiandrogénica, que bloqueia o AR. Por outro
lado, a busca por antagonistas do GnRH é crescente, sendo que poucos farmacos se
encontram disponiveis no mercado. O degarelix, ganirrelix e cetrorrelix sdo opcbes, porém
com custo elevado (HELSEN et al., 2014; ANVISA, 2014).

Em estagios avancados, o céncer pode adaptar-se e progredir mesmo quando ha
bloqueio da producdo de testosterona pelos testiculos. Nesses casos, alguns farmacos como
cetoconazol e abiraterona também sdo usados. Esses farmacos inibem a enzima CYP17Al, a
qual é responsavel pela etapa final da sintese de testosterona tanto nos testiculos como na
glandula adrenal e préstata, o que leva a deprivacdo androgénica completa (HELSEN et al.,
2014).

Adicionalmente, utilizam-se farmacos antagonistas do AR, também chamados
antiandrogénios, esteroidais ou ndo-esteroidais. Eles impedem a ligacdo da testosterona ao
AR, ao ligarem-se ao dominio de ligacdo ao ligante (LDB - ligand-binding domain) do AR.
Dentre os antiandrogénios esteroidais podem ser citados, ciproterona, megestrol e
medroxiprogesterona. Os antiandrogénois ndo esteroidais compreendem a flutamida,
bicalutamida, nilutamida, enzalutamida (HELSEN et al., 2014).

Quando o tumor ndo responde a terapia hormonal inicial, é indicada terapia
antineoplasica sistémica para cancer de préstata metastatico, a qual tem resposta clinica muito

limitada e ainda dispde de poucas alternativas e quimioterapicos disponiveis.

Até 2012, apenas 0s seguintes agentes eram aprovados pela Food and Drug
Administration dos EUA (FDA): estramustina (um agente alquilante), mitoxantrona
(estabiliza o complexo DNA — topoisomerase tipo Il e leva ao rompimento do DNA),
docetaxel e cabazitaxel (estabiliza os microttbulos), sipuleucel-T, abiraterona (inibe a sintese
androgénica atraves da inibicdo da CYP17) (HWANG, 2010, 2012; KIM, RYAN, 2012).
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Os medicamentos aprovados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria (Anvisa)
para uso no Brasil para quimioterapia em pacientes com céncer de prostata sdo, docetaxel,
cabazitaxel, mitoxantrona, estramustina, doxorrubicina, etoposideo, vinblastina, paclitaxel,
carboplatina e vinirelbina (ONCOGUIA, 2014)

Segundo Omlin e colaboradores (2014), seis farmacos sdo considerados como opgoes
terapéuticas para pacientes com cancer de prostata castracdo resistente, 0s quais tém mostrado
aumento na sobrevivéncia global: docetaxel e cabazitaxel, sipuleucel-T (imunoterapico),
abiraterona, enzalutamida e radium 223. (OMLIN; PEZARO; SOMMER, 2014) Entretanto, a
mortalidade no cancer de prdstata em estagios avancados e que evolua para resisténcia a
castracdo ainda é elevada. No Brasil, em 2011, o nimero de mortes foi de 13.129 (BRASIL,
2014a).

1.5 Mecanismos moleculares relacionados a tumorigénese e resisténcia

Inimeros mecanismos moleculares tém sido analisados e propostos como potenciais
interferentes na progressdo e resisténcia a resposta terapéutica do cancer de préstata. Dentre
eles, destacam-se as alteracGes na sinalizacdo do AR, a perda de funcdo do supressor tumoral
fosfatase homdloga a tensina (PTEN - Phosphatase and Tensin homolog), a ativacdo da
sinalizacdo pela via serina/treonina quinase ou proteina quinase B; alvo da rapamicina em
mamiferos (Akt/mTOR) e a desregulacdo da sinalizacdo mediada por algumas tirosina-

quinases oncogeénicas.

Os hormonios androgénios tém papel central no desenvolvimento e crescimento da
glandula prostatica normal, assim como desempenham papel na proliferacdo e progressdo do
cancer de prostata. A testosterona e a diidrotestosterona (DHT) medeiam esta acdo através do
AR (CHERIAN, et al, 2012).

O receptor de androgénios controla o estagio de diferenciacdo e proliferacdo das
células prostaticas. Na préstata normal predomina a diferencia¢do, enquanto na progressao
para 0 cancer observa-se predominio para a proliferacdo. Isto ocorre devido a alteracdo de

genes responsaveis pela regulacéo destas etapas.

Os hormobnios androgénios quase que na sua totalidade sdo sintetizados pelos

testiculos, porém em menor proporgdo séo sintetizados pelas glandulas adrenais e prostata. A
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testosterona é o andrégeno principal circulante, e é convertido em DHT, nos tecidos sensiveis
a androgénios. A DHT possui maior afinidade pelo AR (ATTAR, et al, 2009).

A prostata é capaz de converter a testosterona em DHT, devido & presenga de enzimas
alfa-redutases, o que confere uma alta taxa de ativacdo do AR no epitélio luminal (CAl,
BALK, 2011).

O receptor de androgénios (AR) € um membro da familia dos receptores nucleares
hormonais. E um fator de transcricdo dependente de ligantes, sendo atuante tanto no

desenvolvimento da préstata normal, quanto do cancer (TSAO et al.,2012).

Atualmente os mecanismos pelos quais o cancer se torna resistente, onde o AR é
ativado mesmo em baixos niveis ou auséncia de horménios, sao classificados em duas vias: a)
mecanismos dependentes de ligantes: presenca de androgénios no microambiente tumoral
mesmo apds a castracdo ou amplificacdo da expressdo do AR; b) mecanismos independentes
de ligantes: mutacBes no AR, alteracGes epigenéticas, variantes de splicicing alternativo,
modificagdes na atuacdo de co-ativadores e co-repressores (TSAO et al,2012). Ainda a
ativacdo através de vias que envolvem proteinas tipo tirosina-quinase, como o aumento da
ativacdo da AKT e consequente maior fosforilagdo de tirosinas do AR (MIYAMOTO et al,
2012).

O AR contém trés dominios, o N-terminal responsavel pela transativacdo, o dominio
de ligacdo ao DNA e o dominio C-terminal, regido onde ocorre a ligagdo com os ligantes.
Quando ativado por um ligante h4 uma alteracdo conformacional do receptor, translocacdo
para 0 nucleo e ligacdo com DNA em regifes que possuem elementos responsivos a

androgenos (ARES), assim regulando a transcricdo de outros genes (WATSON, et al, 2010).

Na regido N-terminal esta o dominio regulatério transcricional chamado AF-1, o qual,
mesmo na auséncia de ligante, pode ser funcional. No dominio C-terminal esti o sitio de
ligagdo do ligante que também regula a transcrigdo, conhecido como AF-2. Estas regides
estdo envolvidas na dimerizagdo do receptor e também em sua ligag&o a proteinas reguladoras
(KORYAKINA, TA, GIOELLI, 2014).

O AR pode sinalizar na auséncia de andrégenos atraves de interagdo com proteinas
que ativem a fosforilagdo em residuos de serina, treonina e tirosina, o que leva a diferentes
atividades, sendo importantes na progressao tumoral. A fosforilacdo pode ser ativada pelas

proteinas coativadoras, como o coativador de receptor nuclear 1 , também conhecido como



25

coativador de receptor esteroidal (SRC-1 ou NCOAL) e pela proteina quinase ativada por
mitdgeno (MAPK), as quais resultam em ativagdo do AR independente de ligante. Pode
também ser ativada por serina/treonina proteina quinase B (AKT - serine/threonine protein
kinase B), quinase dependente da ciclina (CDK - Cyclin-dependent kinase), fatores de
crescimento, fator de crescimento epidermal (EGF - Epidermal growth factor), fator de
crescimento de queratindcito (KGF- Keratinocyte Growth Factor) e fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF - Insulin-like growth factor 1) neuropeptideos (neurotensina e
bombensina), mediadores inflamatorios, citocinas como C-X-C quimiocina modificada 12
(CXCL12) e interleucina-6 (IL-6) (KORYAKINA, TA, GIOELI, 2014; KASINA,
MACOSKA, 2012).

J&4 é sabido que existem mais de sete variantes do AR resultantes de splicing
alternativo, as quais possuem uma alteracdo no dominio de ligacdo com o ligante, na regido
C-terminal. Essa alteracdo pode levar essas variantes de AR a serem constitutivamente ativas,

isto é, ativadas independentemente da ligacdo aos androgénios (WATSON, et al, 2010).

Uma das muta¢bes somaticas mais comuns relacionadas ao cancer de préstata é a
delecdo do gene supressor tumoral fosfatase homélogo a tensina (PTEN - Phosphatase and
Tensin homolog), que esta presente em aproximadamente 70% dos casos. A perda de funcéo
de PTEN resulta no aumento da regulacdo da via de sinalizacdo Akt /mTOR, principalmente
através da ativacdo de Aktl ou através da ativacdo da isoforma da fosfoinositol 3 quinase
(PI3K - Phosphoinositol 3 kinase). As consequéncias da ativacdo desta via Akt / mTOR
contribuem para a resisténcia a castracdo do cancer da prostata, ainda esta relacionada ao
aumento da fosforilacdo da tirosina quinase AKT e tem correlacdo com cancer resistente
(ABOU-KHEIR et al., 2010). A fosforilacdo da AKT também ocorre pela hiperexpressdo do
receptor do fator de crescimento epidermal humano 2 (HER2 - Human Epidermal growth
factor Receptor 2), que leva a fosforilacdo da PI3K e fosforilagdo de PIP2 em PIP3, via
complexo mTOR, culminando em ativagdo da sinalizagdo para o crescimento e sobrevivéncia
celular. Esse mecanismo é regulado pelo PTEN que remove o grupamento hidroxila do PIP3
(LE PAGE, et al, 2012).

A sinalizacdo por tirosina quinases, através de Her2 ou tirosina-quinases SRC, estd
relacionada com doenca agressiva, progressdo de metastases e resisténcia. Essa via constitui

um dos principais alvos terapéuticos em pacientes com doenca avancada. A estimulacdo do
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AR leva a ativacdo de SRC, podendo resultar em fosforilagdo do AR, resisténcia a castracéo,

proliferagéo celular e invasividade.

A proteina SRC é da familia da tirosina quinases ndo acopladas a receptores,
responsaveis pela transducdo de sinais de varios receptores. E um oncogene e participa do
processo de ativacdo do AR, sendo um co-ativador. Esta envolvido com a metastase 0ssea
pelo cancer de prostata (ATTAR, 2009; FIZAZI, 2007).

O aumento da expressdo de genes que regulam o AR, tais como alguns coativadores
incluindo antigeno do melanoma da familia A11 (MAGE-A11 - melanoma antigen family A -
11) e SRC/p160, reforcam que o desenvolvimento do céncer de préstata esta diretamente
relacionado a ativacdo do AR (CHERIAN, et al, 2012).

Um dos mecanismos também discutidos com relagdo a cancer, devido sua importancia
na regulacdo da divisdo celular, e que também estd correlacionado a proliferacéo
descontrolada, é o ciclo celular. Que devido alteracdo em proteinas chave para ativagdo ou
blogqueio da progresséo do ciclo, como quinases dependentes de ciclinas (CDK), p53, ciclinas
alteram o controle da divisdo celular, se tornam alvos para opcdes terapéuticas para o
tratamento de cancer (VERMEULEN, BOCKSTAELE, BERNEMAN, 2003).

O melhor entendimento das vias envolvidas na tumorigénese e surgimento de
resisténcia, a identificacdo de novos biomarcadores sobre o comportamento biologico desses
tumores e o desenvolvimento de novos farmacos mais efetivos para o tratamento da doenca
em diferentes estagios poderia otimizar as estratégias terapéuticas atuais, reduzindo assim 0s

efeitos adversos prolongados e a mortalidade relacionada a doenca.

1.6 Informagdes etnofarmacoldgicas

A tabela 1 apresenta uma relacdo de plantas a partir das quais foram obtidos os
extratos utilizados no presente estudo, bem como um resumo dos principais trabalhos

disponiveis na literatura que tenham investigado o potencial terapéutico das mesmas.
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Tabela 1 - Informacdes etnofarmacoldgicas, atividade farmacoldgica e compostos ja identificados nas plantas
incluidas no estudo.

Espécie Informacéo etnofarmacoldgica e parte da Atividade farmacoldgica e compostos identificados
planta comumente utilizada

Allamanda Laxativo; - Atividade antiproliferativa: Plumericina,

blanchetti A.DC.  Latex' isoplumericina®.

Bauhinia rufa

(Bong.) Steud.

Bauhinia
variegata

Caryocar
brasiliense
Cambess

Erythroxylum
suberosum
A.St.-Hil.

Sapotaceae
Pouteria
(Ruiz
Radlk.

caimito
& Pav)

Pouteria ramiflora
(Mart.) Radlk.

Pouteria torta
(Mart.) Radlk.

Hipoglicemiante, anti-hiperlipidémica e
anorexigena (folha), diurética, adstrigente e na
obsidade (toda a planta)® °.

Adstringente, escréfula, doencas da pele,
Ulceras, dispepsia, doencas inflamatérias e
antidoto contra picada de cobra, diarreia e
diabetes (infusdo e decécto, folhas)® % .

Asma, bronquite, coqueluche (6leo da castanha
e carogos), resfriados, tbnico e afrodisiaco
(carogos)>

Processo inflamatério e abortivo'*

Dor de estdbmago, hemorroidas, doencas
hepaticas, diarreia infecciosa, constipacdo
intestinal, vermes intestinais'’. Tosse, bronquite
e diarreia (folhas e frutos)®.

Uso de frutos e raizes contra vermes, disenteria,

dor e inflamagdo.  Anti-hiperlipidémica e
anorexigena® *

Usa casca da arvore contra disenteria®

-5,6-dimetoxi-7-cumarina’

Atividade  antimicrobiana, antiangiogénica e
antifingica. Quercetina, 4&cido ursdlico, terpenos,
plumerideo, estigmasterol/B-sitosterol, estdo presentes
em todos os 6rgéos da planta adulta®.

- Inibidor de calicreina recombinante: efeito antitumoral
e antiangiogénico em células de cancer de préstata®

- Oleo volatil: sesquiterpenos e monoterpenos, como
espatulenol que possui atividade citotéxica’.

- Oleo volatil: sesquiterpenos e monoterpenos, como
espatulenol que possui atividade citotéxica’.

- Flavona e dihidrodibenzozepina: (2S)-5,7-dimetoxi-
3’ 4’-metilenodioxiflavanone e 5,6-dihidro-1,7-
dihidroxi-3,4-dimetoxi-2-metildibenz [b,floxepin®

- Atividade antibacteriana (flavonoides, alcalGides,
taninos e terpendides), antioxidante (flavondides) e
antiproliferativa  (flavondides, antraquinonas e
saponinas)®.

- Extrato etandlico do caule: atividade antiproliferativa
no linfoma ascitico de Dalton*’.

- Extrato etandlico da casca: atividade tripanocida®
- Extrato das folhas hidroetanélico: atividade
leishmanicida, antibacteriana e antioxidante®®

- Extrato bruto: atividade antibacteriana e antifingica™
- Letal para larvas de Artemia salina: diterpenos, rutina
(um flavonéide glicosideo)*®

- Extrato aquoso: Atividade inibitoria da tirosinase™
- Compostos fenélicos: atividade antioxidante®

- Extrato etandlico: Atividade inibitéria da tirosinase'®,
anti-inflamatéria e antinociceptiva %

- Extrato aquoso: inibicdo da atividade da alfa-amilase
salivar e reducéo da glicemia %

- Acido galico, catequinas (epicatequina, miricitrina,
rutina e isoquercitrina), flavonoides: Atividade inibitéria
da tirosinase™

- Extrato aquoso: inibi¢do da atividade da alfa-amilase
salivar

- Triterpenos: Acetato B-amirina, acetato de o-amirina,
4cido betulinico e &cido ursélico®

- Acetato de lupeol®

- Pouterina: atividade antifingica e inseticida®

- Atividade antioxidante (rutina, miricetina e derivados
da catequina) e antitumoral em células de carcinoma de
boca e de mama®

- Extrato etandlico da

raiz: apresentou atividade
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citotoxica para 4 linhagens tumorais, HCT-8 carcinoma
de célon humano, HL-60 leucemia, SF-295 céancer de
mama e MDA-MB-435 melanoma?®’

Sapindus Combate a \Ulceras, feridas na pele e - Extrato das folhas: tannis e cumarina; Extrato dos
saponaria L. inflamacdes® frutos: tannins e saponinas; Extrato hidroalcéolico de
folhas e frutos: atividade antiulcerativa®
- Extratos hidroalcoolico e n-butandlico: atividade
fungicida. Encontrado duas saponinas ftriterpénicas
acetiladas®
- Saponinas triterpénicas acetiladas [3-O-(4-acetil-B-D-
xilopiranosil) - (1—3)-a-L-ramnopiranosil- (1—2)-a-L-

arabinopiranosil -hederagenina e
- 3-O-(3,4-diacetil- B- D-xilopiranosil)- (1—3)-a-L-
ramnopiranosil-(1—2)- a-L-arabinopiranosil -

hederagenina]: atividade antif(ingica em Candida ssp*

- Extrato hidroalcéolico e butandlico: atividade
espermicida e antif(ngica (Trichomonas vaginalis) *

- Extrato hidrometandlico: atividade antibacteriana,
antifingica, antitumoral (carcinoma de colon, colo de
(tero, de mama e de pulméo)**

- estigmasterol, &cido oleandico, luteolina, 8-C-g8-
glucoside  (orientina), luteolina  6-C-B-glucoside
(isoorientina), luteolina 7-0-B-glucuronide e andrutina™

Stryphnodendron anti-séptico, adstringente e anti-inflamatorio® - Extratos aquoso e etandlico da casca do caule:

adstringens Leucorréia, diarreia e anti-inflamatério® Atividade inibitéria da tirosinase®, tripanomicida e

(Mart.) Coville inibicao fraca do crescimento Leishmania amazonensis'®
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- Extrato bruto da casca do caule e as fragdes aquosas e
de acetato de etila apresentam atividade antinociceptiva®
- Extrato hexanico da folha: atividade antifiingica®

1 MOURA; AGRA, 1989; 2 BHATTACHARYY; MORAIS, 1986; 3 NAVARRO, 2005, 2006; 4 SILVA et al.,, 2010; 5 RODRIGUES;
CARVALHO, 2007; 6a FERREIRA et al., 2013a; 7 DUARTE-ALMEIDA; NEGRI; SALATINO, 2004; 8 MISHRA et al., 2013; 9 REDDY et al.,
2003; 10 AHMED et al., 2012; 11 RAJKAPOOR; JAYAKAR; MURUGESH, 2003; 12 HERZOG-SOARES,; et al., 2002); 13 PAULA-JUNIOR,; et
al., 2006; 14 VIOLANTE; et al., 2012; 16 NASCIMENTO et al., 2012; 17 SANTOS et al., 2012; 18 BOSCOLO; VALLE, 2008; 19 SOUZA et al.,
2012; 20 CONTRERAS-CALDERON et al., 2011; 21 FONTES JUNIOR; et al., 2009; 22 GOUVEIA et al., 2013; 23 PERFEITO; et al., 2005; 24
CHE et al.,1980; 25 BOLETI et al., 2007; 26 ELIAS et al., 2013; 27 MESQUITA, et al., 2009; 28 ALBIEIRO; BACCHI; MOURAO, 2001; 29
DAMKE et al., 2011; 30 TSUZUKI et al., 2007; 31 RASHED et al., 2013; 32 SOUZA, FELFILI, 2006; 33 LUIZE et al., 2005; 34 MELO et al.,
2007; 35 SILVA; PAULA; ESPINDOLA, 2009

1.7 Produtos naturais e cancer

Os produtos naturais tém um papel importante como fonte na busca de novos agentes
antitumorais. A aplicacéo terapéutica ja amplamente conhecida de antineoplasicos derivados
de produtos naturais, tais como o paclitaxel, alcaloides da vinca e o etoposide, em diversos
tipos de céncer, reforga a busca por novos agentes, a partir dos recursos da biodiversidade
(YOUNES; VARELLA; SUFFREDINI, 2007).

Uma revisdao com uma série de estudos relatou o uso de medicamentos alternativos por

pacientes com cancer de prostata e sugeriram possivel efeito antiproliferativo de compostos
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naturais em linhagem celular de cancer de prostata. Relataram também alguns estudos em
modelos de cancer em camundongos, em que houve redugdo da proliferagdo celular e
tamanho tumoral. Os principais produtos naturais com possivel atividade antineoplasica
foram as substéncias isoladas, pomegranato (Punica granatum), curcumina (Curcuma longa),
resveratrol, e silibina (Silybum marianum) e extratos de Camellia sinensis (cha verde) e Vitis
rotundifolia (KLEMPNER; BUBLEY, 2012).

Além da busca por produtos naturais em plantas, hd também a opg¢do dos fungos. Os
fungos endofiticos apresentam potencial em sintetizar compostos que podem ser bioativos e
que de forma direta ou indireta sdo usados como agentes terapéuticos. (DEBBAB; ALY;
PROKSCH, 2013) A exemplo do paclitaxel, inicialmente descoberto em planta, atualmente é
produzido por meio de cultivo em larga escala de fungos endofiticos (KUSARI; SINGH;
JAYABASKARAN, 2014).

Nesse contexto, a identificacdo de novos agentes com atividade antineoplasica é
importante. A biodiversidade brasileira, por sua enorme variedade de espécies, vem se
tornando alvo importante na busca de novas biomoléculas com potencial terapéutico. Na
regido Centro-Oeste, 0 Cerrado representa um bioma com grande abundéncia de plantas.
Assim, o proposito desse estudo € agregar informacdes a busca da identificacdo de plantas
principalmente do bioma cerrado, mas também de outros biomas que apresentem potencial

atividade terapéutica.

Por meio de um rastreamento de atividade citotoxica em extratos de fluido de cultivo
de fungos e plantas em duas linhagens de células de carcinoma de prdstata, espera-se
contribuir com a descoberta de novas fontes para a busca de substancias com potencial

terapéutico para o tratamento de cancer de préstata.



30

2 OBJETIVOS
GERAL

- Investigar a existéncia de atividade citotoxica de extratos de fluido de cultivo de

fungos e extratos de plantas em linhagens de células de adenocarcinoma de prostata humano.

Especificos

_ ldentificar a concentracdo necessaria dos extratos de fluido de cultivo de fungos e
extratos de plantas capaz de induzir 50% de inibi¢&o da viabilidade celular em linhagens de

células de adenocarcinoma de préstata humano;

_ Investigar alterac6es no ciclo celular induzidas pelo tratamento com o0s extratos em

linhagens de células de adenocarcinoma de prostata humano;

_ Investigar o perfil de morte celular induzido pelo tratamento com o0s extratos em

linhagens de células de adenocarcinoma de prostata humano.

_ ldentificar compostos presentes nos extratos com base na comparacdo com padrfes

de substéancias disponiveis no laboratério para a cromatografia de camada delgada.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram analisados 31 extratos obtidos de plantas e 11 extratos de fluido de cultivo de
fungos. Todos os extratos analisados foram fornecidos pelos laboratérios da Universidade de
Brasilia participantes do projeto intitulado “Bioprospecgdo de plantas do Cerrado e Pantanal
para o desenvolvimento de novos biofarmacos para o tratamento do cancer”, o qual foi

contemplado pelo edital MCT/CNPg/FNDCT/FAPs/MEC/CAPES/Pro-Centro-Oeste 31/2010.

Os diferentes extratos em diferentes concentragdes foram utilizados como tratamento e
foram adicionados ao meio de cultura celular (linhagens de adenocarcinoma de préstata

humano) para realizacéo de todos os experimentos desse trabalho, como detalhado a seguir.

3.1 Obtencao dos extratos

3.1.1 Obtencéo dos extratos de plantas

Todos os extratos de plantas foram cedidos e pertencem ao grupo de pesquisa
“Desenvolvimento e Controle da Qualidade de Farmacos e Medicamentos”, coordenado pelas
professoras Damaris Silveira e Pérola Oliveira Magalhdes, da Universidade de Brasilia (UnB).
Uma exsicata testemunha de todas as plantas cujos extratos foram investigados nesse estudo
encontra-se depositada no Herbario da Universidade de Brasilia (Herbario UB), apenas uma

se encontra no Herbario da Unicamp (UEC) sob 0s nimeros apresentados na Tabela 2.



Tabela 2 — Informacdes sobre as exsicatas depositadas em herbario das plantas estudadas.
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Planta Exsicata
Allamanda blanchetii UEC 142021
Bauhinia rufa -

Bauhinia variegata UB 8749
Caryocar cf villosum UB 907
Erythroxylum subrotundum UB 2194
Erythroxylum suberosum Fagg CW2192
Pouteria caimito UB 27284
Pouteria ramiflora UB 3671
Pouteria torta UB 3674
Sthryphnodendron adstringens UB 911
Sapindus saponaria variedade inaequalis UB 916

UEC: Herbario da Unicamp
UB: Herbério da Universidade de Brasilia

Para a obtencdo dos extratos, o material botanico foi coletado e foram utilizadas
diferentes partes da planta: folhas, caule e frutos. Inicialmente, o material foi pulverizado e
submetido a extracdo por maceracdo a frio, por quatro vezes, durante sete dias cada,
utilizando hexano como solvente, obtendo assim o extrato bruto hexanico. Apds decantacéo,
as solucBes extrativas foram concentradas a secura, sob vacuo, a uma temperatura de
aproximadamente 40 °C. Com o material boténico restante, 0 mesmo processo foi realizado
utilizando etanol 95% como solvente, para obtencdo do extrato bruto etandlico. O solvente foi

eliminado por evaporagdo, sob vacuo, a temperatura inferior a 40 °C.

Para obtencdo do extrato aquoso bruto, a técnica de extracdo utilizada foi a infusdo. O
material botanico foi pulverizado e adicionado &gua destilada submetida previamente a
ebulicdo e posterior arrefecimento até 70 °C. A mistura foi mantida em contato até
arrefecimento a 50 °C e filtrada a quente. A solucéo extrativa obtida foi mantida a -30 °C e

posteriormente foi submetida a liofilizac&o.
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3.1.1 Obtencéo dos extratos de fluido de cultivo de fungos

Os extratos de fluido de cultivo dos fungos endofiticos da Bauhinia variegata foram
cedidos e pertencem ao grupo de pesquisa da professora Maria de Fatima Borin, da UnB.

Os extratos de fluido de cultivo dos fungos isolados do solo do Cerrado na regido
Centro-Oeste foram cedidos e pertencem ao grupo de pesquisa “Desenvolvimento ¢ Controle
da Qualidade de Farmacos e Medicamentos”, coordenado pelas professoras Pérola Oliveira e

Damaris Silveira, da UnB.

Os extratos foram obtidos do fluido de cultivo dos fungos apds fermentacéo e extracao

liquida-liquida com solvente acetato de etila.

A descricdo dos métodos utilizados para obtencdo dos extratos, tanto de plantas como

de fluido de cultivo de fungos, foi obtida junto aos grupos que cederam 0s extratos.

3.2 Ensaios de citotoxicidade e avaliacdo do padrdo de morte celular em culturas
imortalizadas de células humanas de adenocarcinoma de prostata (LNCaP clone FGC e

PC3) e em uma linhagem de células humanas de queratindcitos de pele (HaCat)

3.2.1 Culturas de Células

Foram utilizadas duas linhagens de adenocarcinoma de préstata humano: uma
sensivel a androgénios, LNCaP clone FGC, e outra resistente a androgénios, PC3. Além disso,
linhagem de células de queratindcitos humano de pele, HaCat, foram utilizadas como controle
nos experimentos (células ndo neoplasicas). Para cultivo das células LNCaP foi utilizado o
meio RPMI-1640 (sigma) acrescido de bicarbonato de sodio, piruvato de sddio, HEPES, soro
fetal bovino a 10% e estreptomicina + ampicilina a 1%. Para as células PC3, o DMEM F12K
(sigma), e o DMEM, para as células HaCat, ambos acrescidos de bicarbonato de sédio, soro

fetal bovino a 10% e estreptomicina+ampicilina a 1%.
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3.2.2 Teste de citotoxicidade celular ou viabilidade celular

O percentual de células vidveis antes e apds tratamento com os extratos foi aferido
pelo teste colorimétrico de citotoxicidade, utilizando-se o WST — Ensaio de Atividade
Mitocondrial. Esse teste consiste na conversdo de um sal tetrazolico brometo azul de

tetrazdlio ( MTT) em cristais de formazan por uma enzima mitocondrial, a succinato redutase.

A citotoxicidade celular foi calculada comparando-se a absorbéancia obtida apds
tratamentos com extratos de fungos e plantas com a absorbancia do controle néo tratado, isto
é, as células plaqueadas com o veiculo em que eram dissolvidos os extratos. A citotoxidade
foi expressa em termos de percentual de células vidveis apoOs tratamento em relacdo ao

controle.

Em placas de 96 pocos foram dispostas 5x103 células por poco em meio de cultura, e,
apos 24 horas, foi aspirado o meio e adicionado 100 pL de cada extrato. Para tratamento, 0s
extratos foram pesados e diluidos em PBS, para os extratos aquosos, e em DMSO/Etanol
(2:3), para os etandlicos, hexanicos e para os extratos dos fungos. Assim, foi obtido uma
solucdo mae, a partir da qual eram preparadas as solucGes de tratamento a, no maximo, 1% do
veiculo. Os extratos de plantas foram preparados na concentragdo de 500ug/mL e os de
fungos, a 100pg/mL. Apds 24 e 48 horas de tratamento, 0 meio contendo os extratos foi
aspirado e substituido por 100uL de meio de cultura sem tratamento com 10uL de MTT
(5mg/mL). As células foram entéo incubadas por 4h para conversdo do MTT em cristais de
formazam, os quais foram posteriormente solubilizados com isopropanol acidificado (25mL
de isopropanol + 104uL de HCI PA). A absorbancia foi medida em uma leitora de microplaca
a 450nm.

Todos os testes foram realizados em triplicata, com no minimo 3 experimentos

independentes.

3.2.3 Curvas dose-resposta

A fim de determinar se a resposta citotoxica observada em determinados extratos era
dose-dependente, foram feitas curvas dose-resposta de citotoxicidade de células tratadas com

concentragdes decrescentes dos extratos. As concentracdes utilizadas dependeram da resposta
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dos extratos em que foi identificada citotoxidade consistente, isto é, acima de 50% de morte
celular. Apds 24h e 48h de tratamento foi feito o ensaio de citotoxicidade como ja descrito.

A concentragdo que inibiu 50% da proliferacéo celular (1C50) foi calculada, bem como
o0 indice de seletividade (I1S). O IS dos extratos foi estimado através da razdo entre as 1C50
obtidas para a célula controle HaCat sobre aquelas obtidas para as células cancerigenas,
LNCaP e PC3. O indice de seletividade foi considerado significativo quando igual ou
superior a 2,0, o que significa que a concentragdo necessaria para inibir 50% da proliferacéo
celular da célula cancerigena é pelo menos 2 vezes menor que a concentragdo necessaria para
inibir 50% da proliferacao da celula controle. (SUFFNESS; PEZZUTO, 1991)

Horii e colaboradores (2012) consideraram altos indices de seletividade tumoral (TS
também conhecido como 1S) de 3,3, seguido de 2,8 e 2,3 (HORII et al., 2012).

3.3 Citometria de Fluxo

As células ndo tratadas foram inicialmente padronizadas no citdmetro para obtencao
dos parametros basais, isto é, seu tamanho e granulosidade, os quais foram utilizados nas
analises. Em seguida, procedeu-se aos experimentos, foi utilizado a concentragdo de
500ug/mL para os extratos de plantas, 100ug/mL para o extrato de fluido de cultivo do fungo
VIl e de 200pg/mL para o extrato de fluido de cultivo do fungo IX.

3.3.1 Andlise do ciclo celular

A andlise dos efeitos dos extratos sobre o ciclo celular foi realizada pela técnica de
citometria de fluxo utilizando o iodeto de propideo (IP) para marcar os diferentes tamanhos de
DNA e assim identificar em qual fase do ciclo celular as células se encontram. Realizado em

triplicata.

Foram dispostas entre 5x10° e 1x10° células por poco, dependendo da quantidade de
células disponivel, em placas de 6 pocos. Apds 24 horas foi realizado o tratamento e, 6 horas
apos o tratamento, foi realizado o processamento das amostras. As células foram fixadas em
etanol 70%, e assim foram armazenadas até 2 semanas para leitura. No momento da leitura, as

células foram incubadas por 30 min a temperatura ambiente com 100uL de RNase A
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250pg/mL.  Em seguida, foram adicionados 100pL de iodeto de propideo 50ug/mL e

incubado por mais 10 minutos no escuro. A leitura foi realizada em citdmetro de fluxo.

3.3.2 Avaliacéo do padréo de morte celular (apoptose e necrose)

Foi realizada pela técnica de citometria de fluxo. Consiste na detec¢do de apoptose
pela dosagem de fosfatidilserina (PS) através da Anexina V que é uma proteina que se liga a
fosfolipideos e possui alta afinidade por PS. A PS na célula viavel em estado normal é
predominantemente observada na superficie interna da membrana plasmatica, voltada para o
citosol. Nas células em inicio de apoptose, a membrana sofre um processo de desorganizacao
mesmo ainda estando intacta e a PS é translocada para a superficie exterior da bicamada. Ja
necrose € observada por meio do iodeto de propideo, o qual se intercala no DNA fragmentado
e assim ndo é capaz de ser absorvido, marcando assim somente as células que estdo em

processo de necrose. O experimento foi feito uma Unica vez.

Foram dispostas entre 5x10° e 1x10° células por poco, dependendo da quantidade de
células disponivel em placas de 6 pogos. Apds 24 horas foi realizado o tratamento e, 6h apds,
foi realizado o processamento das amostras conforme descrito pelo fabricante do Kit Alexa
Fluor 488® (Invitrogen). No momento da leitura em citbmetro de fluxo, as amostras foram
distribuidas em 3 tubos: o primeiro, sem adi¢do dos reagentes, foi o controle negativo, para
determinacdo da fluorescéncia basal; no segundo tubo foi adicionado 5uL de anexina feita a
leitura apds 15 minutos, seguida da adicdo de 1pL de iodeto de propideo a 100ug/mL e nova
leitura ap6s 5 minutos; no terceiro tubo foi adicionado iodeto de propideo a 1mg/mL e feita

leitura ap6s 5 minutos.

3.4 Microscopia Eletronica de Transmisséo

Foram dispostas entre 5x10° e 1x10° células por poco, dependendo da quantidade de
células disponivel, em placas de 6 pocos. Apds 24 horas foi realizado o tratamento, e, 6h apds,
foi realizado o processamento das amostras que consistiu na fixacdo, emblocamento e cortes

para visualizacdo em microscopio eletronico de transmisséo.
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3.5 Cromatografia em Camada Delgada

Utilizou-se uma placa de silica para aplicar as amostras e os padrdes disponiveis no
laboratério de produtos naturais. Em seguida as amostras e padrées foram eluidos com
diferentes solventes, nas seguintes proporcdes: hexano e etanol (9:1 e 6:4), hexano e acetato
de etila (9:1; 8:2 e 6:4) e cloroférmio. Esse método tem por objetivo a identificacdo de

compostos ou grupos de compostos presentes nas amostras de extratos.

3.6 Analise estatistica

O teste estatistico empregado para viabilidade celular, analise do ciclo celular e perfil
de morte celular foi a analise de variancia (ANOVA), seguida do teste post-hoc de
comparacdo maltipla de Turkey. Para as curvas dose-resposta foi feita regressao ndo linear,
com variavel slope da dose de inibicdo versus resposta e calculo da IC50. Para todas as
analises, foi empregado o programa GraphPadPrism® versao 5.0 para Windows. O critério

de significancia para todas as analises foi p < 0,05.
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4 RESULTADOS

Dentre as 11 plantas cujos extratos foram disponibilizados para esse estudo, a maioria,
isto €, 8 plantas eram nativas do bioma cerrado brasileiro, e apenas 3 plantas eram nativas de
outros biomas, porém encontradas em abundancia no Cerrado. A partir dessas 11 plantas,
foram disponibilizados 31 extratos para analise, sendo que 23 extratos provinham das 8
plantas nativas do Cerrado, e 0s demais 8 extratos provinham de plantas nativas de outros
biomas. As informacGes sobre origem e dominio fitogeografico das plantas encontram-se na
tabela 3.



Tabela 3 - Identificacdo, origem e dominio fitogeografico das plantas utilizadas no estudo.
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Familia da planta e espécie

Origem (nativa);
Dominios fitogeograficos;
Distribuicdo geogréfica

Apocynaceae
Allamanda blanchetti A.DC.

Fabaceae
Bauhinia rufa (Bong.) Steud.

Fabaceae
Bauhinia variegata L.

Caryocaraceae
Caryocar cf villosum (Aubl.) Pers.

Erythroxylaceae
Erythroxylum suberosum A.St.-Hil.

Erythroxylaceae
Erythroxylum subrotundum A.St.-Hil.

Sapotaceae

Pouteria caimito (Ruiz & Pav.) Radlk.

Sapotaceae
Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk.

Sapotaceae
Pouteria torta (Mart.) Radlk.

Sapindaceae
Sapindus saponaria L.

Fabaceae

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

Brasilt;
Caatingal;

Brasil?;
Cerrado?;

india, Burma e China3

Brasil®;
Amazonia, Caatinga, Cerrado e
Mata Atlantica*;

Brasil®
Amazonia, Caatinga, Cerrado,
Mata Atlantica’;

Brasil®
Caatinga, Cerrado,
Mata Atlantica’

Brasil®;
Amazonia, Cerrado,
Mata Atlantica®

Brasil’;
Amazonia, Caatinga, Cerrado,
Mata Atlantica’

Brasil®;
Amazonia, Caatinga, Cerrado,
Mata Atlantica®

Brasil®;

Amazonia,

Mata Atlantica, Pantanal®
Brasil'’;

Caatinga e Cerrado®

1 KOCH, et al. 2014; 2 VAZ, 2014; 3 RANK, 2014; 4 PRANCE; MEDEIROS; AMORIM, 2014; 5 LOIOLA;
COSTA-LIMA, 2014; 6 ALVES-ARAUJO, 2014a; 7 ALVES-ARAUJO, 2014b; 8 ALVES-ARAUJO, 2014c; 9
SOMNER; FERRUCCI; ACEVEDO-RODRIGUEZ, 2014; 10 SCALON,2014
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Dentre os 31 extratos de plantas investigados, 10 apresentaram resposta citotoxica
maior que 50% em ambas linhagens de células de adenocarcinoma de prdstata estudadas,
LNCaP e PC3, 2 extratos apresentaram resposta apenas na linhagem LNCaP, sensivel a
androgénios, e um extrato apresentou resposta apenas na linhagem PC3, resistente a

androgeénios, totalizando 13 extratos com atividade citotoxica (Tabela 4).

Observa-se que a maioria dos extratos de plantas que apresentaram atividade
citotoxica eram etandlicos e hexanicos, com apenas um extrato aquoso. Na tabela 4
encontram-se informacdes referentes as plantas e respectivos extratos investigados, bem como

sua citotoxicidade.



41

Tabela 4 - Citotoxicidade induzida por 13 extratos de plantas em duas linhagens celulares de
adenocarcinoma de prostata humano, dentre 31 extratos de plantas investigados.

Planta Parte Solvente Citotoxicidade'/ %3 LNCaP % PC3
da planta linhagem celular  24/48h 24/48h
Allamanda Caule? E LNCaP 73,72/51,23 -
blanchetii Folha E LNCaP e PC3 47,95/7,23 36,33/14,76
H LNCaP e PC3 25,71/19,31 32,65/14,13
Fruto E LNCaP e PC3 45,86/9,36 60,72/23,63
Bauhinia rufa Folha A - 63,24/47,51  109,07/80,64
E LNCaP e PC3 31,73/23,94  51,18/32,36
H LNCaP e PC3 31,69/14,78  35,52/15,69
Bauhinia variegata  Folha A - 86/86,97 106,35/107,5
E - 103,32/54,5 105,67/76,82
H - 71,63/64,93 72,72/68,47
Caryocar cf Casca do E PC3 88,31/87,25  60,66/31,91
villosum fruto
Erythroxylum Folha A LNCaP 73,02/32,23  89,14/82,49
subrotundum
Erythroxylum Folha A - 85,07/65,44  83,46/43,36
suberosum E - 51,33/52,91  78,02/43,91
H PC3 61,87/59,45  51,52/30,22
Pouteria caimito Folha A - 93,95/43,2 102,04/57,4
E LNCaP e PC3 48,91/33,99  43,34/25,75
H - 81,18/62,28  69,64/67,02
Pouteria ramiflora Caule H LNCaP e PC3 48,13/41,9 57,35/36,54
Folha E - 104,11/34,13 110,14/85,31
H LNCaP e PC3 54,61/17,73 42,24/31,17
Pouteria torta Folha A - 169,69/96,75 160,61/119,01
E - 78,2/89,52 256,79/160,3
H - 88,22/60,72 47,26/47,44
Fruto E LNCaP 57,39/14,28  77,98/93
Sthryphnodendron  Folha A - 177,53/93,41 160,27/83,47
adstringens E - 64,19/66,23  122,12/84,94
H - 146,45/92,38 248,98/204,2
Casca do E - 57,17/51,37 148,42/91,73
caule H - 157,38/100,6 158,59/91,6
Sapindus saponaria  Fruto E LNCaP e PC3 15,53/13,82  23,44/10,1

variedade
inaequalis

1 Atividade citotoxica maior que 50% em pelo menos uma das linhagens celulares: LNCaP (sensivel a

androgénios) e PC3 (resistente a androgénios)

2 Nao analisado na linhagem PC3 por quantidade insuficiente de extrato disponivel.
Concentragdo dos extratos utilizada para o tratamento: 500pug/mL
3 Porcentagem de células viaveis
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Além dos extratos de plantas, foram investigados 11 extratos de fluido de cultivo de
fungos. Dentre eles, 7 extratos foram provenientes de fungos endofiticos da Bauhinia
variegata, neste trabalho denominados I, 11, 111, V, VII, VIII, IX, cujas espécies ainda ndo
foram identificadas. Os outros quatro foram provenientes de fungos filamentosos isolados do
solo do Cerrado da regido Centro-Oeste, ja identificados.

Os fungos I1l e VII isolados da Bauhinia variegata apresentaram atividade citotoxica
maior que 50% na linhagem LNCaP, embora a propria planta da qual foram obtidos ndo tenha
apresentado atividade. Ja na linhagem PC3, apenas o extrato de fluido de cultivo do fungo Il

apresentou resposta citotoxica em aproximadamente 50%.

Entre os fungos filamentosos isolados do solo do Cerrado apenas o Phaecilomyces
lilacinus apresentou resposta citotoxica maior que 50%, também na linhagem LNCaP. Na
tabela 5 esté listada a identificacdo dos fungos e resultados do teste de citotoxicidade de seus

respectivos extratos.

Tabela 5 - Citotoxicidade induzida por extratos de fluido de cultivo de 7 fungos endofiticos
da Bauhinia variegata e de 4 fungos filamentosos isolados do solo do Cerrado na regido
Centro-Oeste do Brasil, em 2 linhagens celulares de adenocarcinoma de prostata humano.

Origem dos fungos Identificacéo Citotoxicidade'/ %3
do extrato linhagem celular Citotoxicidade
24/48h
Fungos endofiticos I -
da Bauhinia variegata ] PC3 68,26/51,8
i LNCaP 60,38/52,64
\V/ -
VII LNCaP 59,57/26,92
VIl -
IX -
Fungos filamentosos Phaecilomyces LNCaP 71,16/53,78
isolados do solo do lilacinus®
Cerrado da regido Mucor sp. -
Centro-Oeste
Penicillium -
rugulosum

Trichoderma sp. -

1 Atividade citotoxica maior ou proxima a 50% em pelo menos uma das linhagens celulares: LNCaP (sensivel a
androgénios) e PC3 (resistente a androgénios)

2 Néo analisado na linhagem PC3 por quantidade insuficiente de extrato disponivel.

Concentracdo utilizada para o tratamento: 100pg/mL

3 % de células viaveis
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Dentre os extratos testados, foram selecionados para a etapa seguinte aqueles que
apresentaram resposta citotoxica maior ou igual a aproximadamente 50%, e cuja atividade em
24 horas de tratamento tenha se mantido estavel ou maior em 48 horas de tratamento, com

significancia estatistica.

As excecoes foram:

a) O extrato aquoso de Erythroxylum subrotundum, o qual, embora tenha se mostrado
citotoxico em células LNCaP (tabela 2), foi excluido das etapas seguintes de analise devido a
sua pouca disponibilidade decorrente de uma queimada na regido de sua coleta durante o
periodo de desenvolvimento desse trabalho.

b) O extrato do fluido de cultivo do fungo IX, o qual, embora tenha apresentado
citotoxicidade um pouco inferior a 50% no rastreamento inicial, foi incluido nas etapas

seguintes devido a boa reprodutibilidade dos dados obtidos.

c) O extrato do fungo I, o qual apresentou atividade citotoxica proxima a 50% apenas
na linhagem PC3 e apenas apds 48h de tratamento. Optou-se por exclui-lo diante do grande
ndmero de extratos com atividade citotdxica superior para realizacdo dos experimentos.
Entretanto, destaca-se que este extrato podera ser melhor analisado em estudos futuros nessa

linhagem resistente a androgénios.

Assim, os extratos citotoxicos que foram selecionados para as etapas seguintes do
estudo, a comecar pelas curvas dose-resposta, totalizaram 12 extratos de plantas e 4 extratos
de fluido de cultivo de fungos. Os graficos que representam os resultados do teste inicial de

citotoxicidade de todos os extratos rastreados encontram-se no apéndice.

Para melhor visualizagdo dos efeitos, os resultados de todos 0s experimentos
realizados para cada extrato selecionado, isto €, que atenderam aos critérios de citotoxicidade
(efeito > 50% e em 24h > em 48 h), serdo apresentados conjuntamente a seguir. Os mesmos
encontram-se ordenados conforme a espécie da planta originaria (item 4.1) e do fluido de

cultivo de fungo (item 4.2).
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4.1 Andlise das curvas dose-reposta, efeitos sobre o ciclo celular e padrao de morte
celular induzidos pelos extratos de plantas selecionados

Para padronizacdo da determinacdo da curva dose-resposta dos extratos e avaliagdo
qualitativa (subjetiva) de seus efeitos, foi realizada a curva dose-resposta de um farmaco
padrdo, antagonista do AR, e amplamente utilizado na pratica clinica para tratamento do
cancer de prostata avancado: a bicalutamida. Esse experimento foi realizado para que
houvesse um controle positivo para os testes de citotoxidade, uma vez que seu efeito
citotoxico para as linhagens celulares utilizadas nesse estudo ja estd bem definido. Os
resultados da curva dose-resposta da bicalutamida nas duas linhagens celulares de

adenocarcinoma de prostata e respectivos 1C50 obtidos encontram-se apresentados na figura
1.

Figura 1 - Curvas dose-resposta da bicalutamida em linhagens de adenocarcinoma de prostata
humano (LNCaP e PC3).

Bicalutamida LNCaP Bicalutamida PC3
100+ 100+
-+ 24h -+ 24h
B‘Z.: 804 -+ 48h B‘}: 804 - 48h
5 5
E 60 E 60
(] (-]
o a0 o 40
: : l——r‘/r]
o o
E 204 £ 204
0 T T T 1 0 ¥ —. ? .
0.5 1.0 1.6 2.0 25 0.5 1.0 1.5 2.0 25
Log Concentragdes Log Concentragdes
10 20 40 60 80 100 uM 10 20 40 60 80 100 pM
24h: ambigua e muito ampla 24h: ndo convergente
48h: 1C50 (1C95%) = 92,86 (15.58 - 553.5) pM 48h: 1C50 (1C95%) = 109,5 (5.846 - 2049) uM

CI150 (CI95%): concentracao inibitoria de 50% da proliferacdo celular em pM (intervalo de confianca de 95%).

IS: indice de seletividade. Percentual de morte celular (%) foi calculado em relagdo ao controle DMSO/Etanol
2:3 utilizado como solvente.
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4.1.1 Allamanda blanchetii
a) Allamanda blanchetii extrato hexanico da folha

O efeito citotoxico desse extrato mostrou-se dose dependente nos tempos de 24 e 48h
em ambas linhagens celulares. A concentracdo desse extrato que inibiu 50% da proliferacdo
celular (1C50) foi calculada e esta apresentada na figura 2. A razdo da IC50 obtida nas células
controle (HaCat, queratindcitos) e nas células de cancer (I1S) revelou que o efeito citotoxico

desse extrato seja 1,8 vezes mais seletivo para a célula LNCaP do que para a célula controle.

Figura 2 - Curvas dose-resposta do efeito citotoxico do extrato hexanico (H) da folha da
Allamanda blanchetii em linhagens celulares de adenocarcinoma de préstata (LNCaP e PC3)
e queratindcitos humanos (HaCaT) tratadas por 24 e 48 horas.

A. blanchetii folha H - LNCaP A. blanchetii folhaH - PC3 A. blanchetii folha H - HaCat

morte celular (%)

100- 100- 100+
- 24h - 24h -+ 24h
804 -+ 48h g 804 -+ 48h g 804 - 48h
5 * 5
60 S 6o 1 Z 60
E 3
40- o 404 o 401
£ £ I
204 E 20 E 204 i——"l ¥
u T T 1 u T T 1 c = T T 1
2.0 25 3.0 35 2.0 2.5 3.0 3.5 2.0 25 2.0 3.6

Log Concentragoes

150 250 350 500 750 1000 pg/mL

24h: 1C50 (1C95%) = 330,9 (97,97 - 1118 ) pa/mL
48h: 1C50 (IC95%) = 288,5 (149,1 - 558,4) pg/mL
IS 24h: 1,8
IS 48h 1.8

Log Concentragoes

150 250 350 500 750 1000 pg/mL

24h: IC50 (IC95%) = ambigua (muito ampla)

48h: 1C50 (IC95%) = 466,1 (406.1 - 534.9) pg/mL
IS 24h: -

IS 48h° 1.3

Log Concentragoes

150 250 350 500 750 1000 pg/mL

24h- 1C50 (1C95%) = 593,6 (425.0 - 829.0) pg/mL
48h- 1C50 (1C95%) = 508.1 (433.1 - 596.0) pg/mL
IS 24h: 1,8
IS 48h: 1,8

CI50 (Cl95%): concentracdo inibitoria de 50% da proliferacdo celular em pg/mL(intervalo de confianga de

95%). IS: indice de seletividade. Percentual de morte celular (%) foi calculado em relacdo ao controle
DMSO/Etanol 2:3 utilizado como solvente.

Na analise do ciclo celular, o extrato na linhagem LNCaP induziu um aumento de

células marcadas em GO/G1 e diminuicdo significativa de células marcadas em G2/M

(p<0,05). Para a linhagem PC3, ndo houve diferenca em relacéo ao controle (figura 3).

Figura 3 - Efeito do extrato hexanico (H) da folha da Allamanda. blanchetii sobre o ciclo

celular em linhagens de adenocarcinoma de prostata humano (LNCaP e PC3)



46

Ciclo celular LNCaP Ciclo celular PC3 controle

controle
. u DMSO/ETANOL 1001 u DMSQ/ETANOL

=

o

=]
J

A. blanchetii
o folha H

o
o
1
@
=3

O A blancheti
folha H

marcagao
@
o
1

B
[=]
1
Y
(=3

[
o o
]
o o
I 1 1

(%)
marcagio
(%)

-3|:|G1|| |Is I| | Gzrml| [oosi | s || Gz.aml|

*P<0,05, calculado por ANOVA com teste post-hoc Turkey. GO/G1, S, G2/M: fases do ciclo celular.

Na analise do perfil de morte celular por citometria de fluxo, o tratamento com esse
extrato resultou em aumento da marcacdo com anexina em relacdo ao controle (aumento de
134 % em LNCaP e de 47% em PC3) e também da na marcacdo com anexina+iodeto (de 67%
em LNCaP e 38% em PC3), o0 que sugere tendéncia a aumento de apoptose inicial e tardia,
respectivamente (figura 4).

Figura 4 - Perfil de morte celular induzido pelo extrato hexanico da Allamanda blanchetii em

linhagens de adenocarcinoma de prostata humano (LNCaP e PC3)
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Em complementacdo aos resultados da citometria de fluxo, foram verificadas a
microscopia eletrénica alteracdes morfoldgicas nas células PC3 tratadas com esse extrato,
sugestivas de processo apoptético, como o0 aumento da vacuolizag¢éo do citoplasma e reducao

do nimero de organelas. (Figura 5)
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Figura 5 - Aspecto de células da linhagem PC3 (adenocarcinoma de prostata humano

resistente a androgénios) & microscopia eletrénica de transmissao antes (A) e apds 6 horas de

tratamento com extrato hexanico da folha da Allamanda blanchetii (B).

A: morfologia celular normal (PC3 - aumento 10K), evidenciando nlcleo, mitocondria, reticulo e alguns
vécuolos); B: aspecto celular apds tratamento. Observa-se aumento da vacuolizagdo do citoplasma.Ndcleo nédo
visualizado. (PC3 - Aumento 25K).

b) Allamanda blanchetii extrato etanolico da folha

Esse extrato, nas concentragdes de 150 a 1000g/mL mostrou resposta citotoxica dose
dependente nos tempos de 24 e 48h nas células LNCaP, porém apenas em 24h nas células
PC3, e, portanto, foi excluida nos experimentos seguintes para esta linhagem celular. Foi
possivel o calculo da IC50, e, considerando o IC 50 da célula controle (HaCat, queratindcitos)
foi calculado o IS. Esse extrato também se mostrou mais seletivo para as células LNCaP do

que para a célula controle (figura 6).

Figura 6 - Curvas dose-resposta do efeito citotoxico do extrato etandlico (E) da folha da
Allamanda blanchetii em linhagens celulares de adenocarcinoma de préstata (LNCaP e PC3)

e queratindcitos humanos (HaCaT) tratadas por 24 e 48 horas.
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A. blanchetii folha E - LNCaP A. blanchetii folha E - PC3 A. blanchetii folha E - HaCat
1001 100 100~
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80 - 48h F 80 T 804 -+ 48h
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Log Concentracoes Log Concentragdes Log Concentragoes
150 250 350 500 750 1000 pg/mL 150 250 350 500 750 1000 pg/mL 150 250 350 500 750 1000 pg/mL
24h: IC50 (1C95%) = 302,9 (225.4 - 407.0) pg/mL 24h: 1C50 (1C95%) = ambigua (muito ampla) 24h: IC50 (1C95%) = 506,0 (4.481 - 57139) pg/mL
;185’5214"105107(“395”/0) = 240,1(180.2 - 320.0) pg/mL 48h° néo convergente 48h: 1C50 (1C95%) = 701,5 (239.1 - 2058) pg/mL
IS 48h: 2,9

CI50 (Cl195%): concentragdo inibitoria de 50% da proliferagdo celular em pg/mL(intervalo de confianca de

95%). IS: indice de seletividade. Percentual de morte celular (%) foi calculado em relagdo ao controle
DMSO/Etanol 2:3 utilizado como solvente.

Na andlise do efeito sobre o ciclo celular, na linhagem LNCaP o tratamento resultou
em aumento estatisticamente significativo de células marcadas em GO/G1l (p<0,05) e
diminuicdo de células marcadas em G2/M (p<0,05), o que sugere tendéncia a estacionar o
ciclo celular na fase de GO/G1 (figura 7)

Figura 7 - Efeito do extrato etandlico (E) da folha da Allamanda blanchetii sobre o ciclo
celular em linhagem de adenocarcinoma de préstata humano (LNCaP)
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*P<0,05, calculado por ANOVA com teste post-hoc Turkey. GO/G1, S, G2/M: fases do ciclo celular.

No perfil de morte celular realizado apenas nas células LNCaP, este extrato resultou
em aumento importante da marcacdo com anexina em relagdo ao controle (184%) tambeém da
marcagdo com anexina+iodeto (433% em LNCaP), mostrando indugdo de apoptose inicial e

tardia (figura 8).



morte celular (%)

49

Figura 8 - Perfil de morte celular induzido pelo extrato etandlico (E) da folha da Allamanda
blanchetii em linhagem de adenocarcinoma de prostata humano (LNCaP)
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c¢) Allamanda blanchetii extrato etanolico do fruto

Nas concentracGes de 150 a 1000upg/mL, esse extrato também mostrou resposta
citotoxica dose dependente nos tempos de 24 e 48h para a LNCaP, sem resposta significativa
para a PC3, portanto, esse extrato foi excluido dos experimentos seguintes para esta linhagem.
A estimativa dos IC50 e IS encontram-se apresentadas na figura 9, tendo evidenciado também

maior seletividade para as células cancerigenas.

Figura 9 - Curvas dose-resposta do efeito citotdxico do extrato etandlico (E) do fruto da
Allamanda blanchetii em linhagens celulares de adenocarcinoma de prostata (LNCaP e PC3)

e queratindcitos humanos (HaCaT) tratadas por 24 e 48 horas.
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24h° IC50 (IC95%) = 447,7 (373.8 - 536.1 pg/mL 24h: IC50 (IC95%) = 533,0 (145.9 - 1947) pg/mL 24h: 1C50 (1C95%) = 428,9 (244.9 - 751.2) pg/mL
48h: IC50 (1C95%) = 369,1 (323.2 - 421.5) pg/mL 48h: IC50 (1C95%) = 361,0 (270.0 - 482.8) pg/mL 48h 1C50 (1C95%) = 500,5 (280.6 - 892.7) pg/mL
IS 24h- 0,95 IS 24h: 0,8

IS 48h: 1,4 IS 48h: 1,4
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CI50 (Cl95%): concentracao inibitoria de 50% da proliferacdo celular em pg/mL(intervalo de confianga de

95%). IS: indice de seletividade. Percentual de morte celular (%) foi calculado em relacdo ao controle
DMSO/Etanol 2:3 utilizado como solvente.

Esse extrato ndo induziu diferenca no ciclo celular das células LNCaP (figura 10),
porém induziu aumento da apoptose inicial (anexina 150%) e tardia (anexina+ iodeto 147%)

nessas células (figura 11).

Figura 10 - Efeito do extrato etandlico (E) do fruto da Allamanda blanchetii sobre o ciclo

celular em linhagem de adenocarcinoma de prostata humano (LNCaP)
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*P<0,05, calculado por ANOVA com teste post-hoc Turkey. GO/G1, S, G2/M: fases do ciclo celular.

Figura 11 - Perfil de morte celular induzido pelo extrato etandlico do fruto da Allamanda

blanchetii em linhagem de adenocarcinoma de prostata humano (LNCaP)
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Complementando esses achados, por meio de microscopia eletrdnica de transmissao
foram identificadas alteracdes morfolégicas nas células LNCaP apds 6 horas de tratamento

com o extrato etanodlico do fruto da A. Blanchetii, conforme apresentado na figural2.

Figura 12 - Aspecto de células da linhagem LNCaP (adenocarcinoma de prdstata humano
sensivel a andrégenos) a microscopia eletronica de transmissdo ap0s 6 horas de tratamento

com extrato etandlico do fruto da Allamanda blanchetii (B).

— o M)

. Ly
Na parte inferior da imagem, observa-se uma célula com aparéncia normal, porém apresentando grau de
vacuolizacdo do citoplasma aparentemente maior do que o normal. Na parte superior, hd uma célula com aspecto
francamente compativel com estagios finais de apoptose, com ndcleo apresentando regides de cromatina
condensada, citoplasma bastante eletrodenso e com muitos vactolos. (LNCaP - Aumento a imagem 6K).

4.1.2 Bauhinia rufa

O extrato etanolico da folha da Bauhinia rufa também apresentou resposta citotoxica
dose dependente nos tempos de 24 e 48h em ambas linhagens celulares, com definicdo das
IC50 e maior seletividade para as células cancerigenas do que para a célula controle (figura
13).

Figura 13 - Curvas dose-resposta do efeito citotoxico do extrato etandlico (E) da folha da
Bauhinia rufa em linhagens celulares de adenocarcinoma de préstata (LNCaP e PC3) e
queratindcitos humanos (HaCaT) tratadas por 24 e 48 horas.
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CI50 (Cl195%): concentragdo inibitoria de 50% da proliferagdo celular em pg/mL(intervalo de confianca de

95%). IS: indice de seletividade. Percentual de morte celular (%) foi calculado em relagdo ao controle
DMSO/Etanol 2:3 utilizado como solvente.

Em ambas linhagens, houve tendéncia a aumento de células marcadas em GO/G1 e
diminuicdo significativa de células marcadas em G2/M, tendendo a estacionar o ciclo celular
na fase de GO/G1 (figura 14).

Figura 14 - Efeito do extrato etandlico (E) da folha da Bauhinia rufa sobre o ciclo celular em
linhagens de adenocarcinoma de préstata humano (LNCaP e PC3)
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*P<0,05, calculado por ANOVA com teste post-hoc Turkey. GO/G1, S, G2/M: fases do ciclo celular.

A anélise do perfil de morte celular mostrou que esse extrato induziu tendéncia a
aumento discreto da apoptose inicial e grande aumento da apoptose tardia em células LNCaP
(aumento da marcagdo com anexina de 98% e anexina+iodeto de 757%, respectivamente).
Nas celulas PC3, observou-se aumento de apoptose tardia (anexina+ iodeto 958%) e necrose
(415% na marcacgao com iodeto) (figura 15).
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Figura 15 - Perfil de morte celular induzido pelo extrato etandlico da folha da Bauhinia rufa
em linhagens de adenocarcinoma de préstata humano (LNCaP e PC3)
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4.1.3 Pouteria caimito

O extrato etandlico da folha da Pouteria caimito, embora tenha preenchido
inicialmente os critérios de citotoxicidade, curiosamente, apresentou resposta inversa, com
diminuicdo do percentual de células inviaveis com o aumento da concentragdo de extrato nas
células LNCaP. Por esse motivo, esse extrato foi excluido dos experimentos seguintes para
esta linhagem. Para as células PC3, entretanto, foi observado resposta dose dependente em
24h e 48 h, com determinacdo do IC50 e IS. O efeito mostrou-se mais seletivo para essa
linhagem celular cancerigena do que para a célula controle (figura 16)

Figura 16 - Curvas dose-resposta do efeito citotoxico do extrato etandlico (E) da folha da
Pouteria caimito em linhagens celulares de adenocarcinoma de préstata (LNCaP e PC3) e

queratindcitos humanos (HaCaT) tratadas por 24 e 48 horas.
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Log Concentragbes Log Concentragdes Log Concentragdes
150 250 350 500 750 1000 pg/mL 150 250 350 500 750 1000 pg/mL 150 250 350 500 750 1000 pg/mL
24h- 1C50 (IC95%) = 511,4 (263.7 - 991.7) pa/mL 24h- 1C50 (1C95%) = 820,9 (467 5 - 1441) pg/mL 24h- 1C50 (1C95%) = ambigua (muito ampla)

48h- 1C50 (IC95%) = 466,1 (125.0 - 1739) pa/mL 48h: 1C50 (1C95%) = 520,1 (224 0 - 1208) pg/mL 48h- 1C50 (1C95%) = ambigua (muito ampla)

-+ 24h
- 48h
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CI50 (Cl95%): concentracao inibitoria de 50% da proliferacdo celular em pg/mL(intervalo de confianca de

95%). IS: indice de seletividade. Percentual de morte celular (%) foi calculado em relacdo ao controle
DMSO/Etanol 2:3 utilizado como solvente.

O tratamento nas células PC3 resultou em aumento de células marcadas em GO/G1 e
diminuicdo de células marcadas em G2/M, tendendo a estacionar o ciclo celular na fase de
GO/G1 (figura 17)

Figura 17 - Efeito do extrato etandlico (E) da folha da Pouteria caimito sobre o ciclo celular

em linhagem de adenocarcinoma de préstata humano (PC3)
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*P<0,05, calculado por ANOVA com teste post-hoc Turkey. GO/G1, S, G2/M: fases do ciclo celular.

Observou-se também nessa linhagem, aumento mais expressivo da marcacao com

anexina+iodeto (1140%), sugerindo tendéncia a aumento de apoptose tardia. (figura 18)

Figura 18 - Perfil de morte celular induzido pelo extrato etanélico (E) da folha da Pouteria

caimito em linhagem de adenocarcinoma de prostata humano (PC3)
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4.1.4 Pouteria ramiflora

O extrato hexanico do caule da Pouteria ramiflora demonstrou efeito citotoxico dose
dependente nos tempos de 24 e 48h para a LNCaP, porém ndo apresentou efeito para as
células PC3, sendo assim excluido dos experimentos seguintes com essa linhagem. O célculo

dos IC50 e do IS estéo apresentados na figura 19.

Figura 19 - Curvas dose-resposta do efeito citotoxico do extrato hexanico (H) do caule da
Pouteria ramiflora em linhagem celular de adenocarcinoma de prostata (LNCaP) e
queratindcitos humanos (HaCaT) tratadas por 24 e 48 horas.

P. ramiflora caule H - LNCaP P. ramiflora caule H - HaCat
100+ 100+
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'a? 80 -+ 48h ;@ 80 = 48h
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0 T T 1 0 T 1
2.0 25 3.0 3.5 2.0 25 3.0 3.5
Log Concentragoes Log Concentragoes
150 250 350 500 750 1000 pg/mL 150 250 350 500 750 1000 pg/mL
24h: 1C50 (1C95%) = 207,1 (1.994 - 21508) pg/mL 24h: IC50 (1C95%) = 1590 (7.677e-005 - 3.294e+010) pg/mL
48h: 1C50 (1C95%) = 211,6 (0.05350 - 836995) pg/mL 48h: IC50 (1C95%) = 1174 (61.57 - 22372) pg/mL
IS 24h: 7.7
IS 48h: 5,5

CI50 (Cl195%): concentragdo inibitoria de 50% da proliferagdo celular em pg/mL(intervalo de confianca de

95%). IS: indice de seletividade. Percentual de morte celular (%) foi calculado em relagdo ao controle
DMSO/Etanol 2:3 utilizado como solvente.
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Na linhagem LNCaP, houve aumento de células marcadas em GO/G1 e diminuicéo de
células marcadas em G2/M, tendendo a estacionar o ciclo celular na fase de GO/G1 (figura
20).

Figura 20 - Efeito do extrato hexanico (H) do caule da Pouteria ramiflora sobre o ciclo

celular em linhagem de adenocarcinoma de prostata humano (LNCaP)
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*P<0,05, calculado por ANOVA com teste post-hoc Turkey. GO/G1, S, G2/M: fases do ciclo celular.

Observou-se ainda que este extrato induziu aparente aumento da marca¢do com
anexina em relacdo ao controle (109 %) e com anexina+iodeto (156%), sugerindo tendéncia a
aumento da apoptose inicial e tardia em LNCaP (figura 21)

Figura 21 - Perfil de morte celular induzido pelo extrato hexanico (H) do caule da Pouteria
ramiflora em linhagem de adenocarcinoma de préstata humano (LNCaP)
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4.1.5 Pouteria torta

O extrato etandlico do fruto da Pouteria torta apresentou resposta citotoxica dose
dependente nos tempos de 24 e 48h para a LNCaP, tendo definidos as IC50 e IS (figura 22).

Figura 22 - Curvas dose-resposta do efeito citotoxico do extrato etandlico (E) do fruto da
Pouteria torta em linhagem celular de adenocarcinoma de préstata (LNCaP) e queratindcitos
humanos (HaCaT) tratadas por 24 e 48 horas.

P. torta fruto E - LNCaP P. torta fruto E - HaCat
1001 1001
-+ 24h -+ 24h
3? 80 -+ 48h 3? 80 = 48h
= =
[ [
S 60 S 60
B B
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£ 20+ £ 204 Fi
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2.0 2:5 3:0 35 2.0 2:5 3:0 35
Log Concentragoes Log Concentragbes
150 250 350 500 750 1000 pg/mL 150 250 350 500 750 1000 pg/mL
24h: 1C50 (1C95%) = 264,3 (188.1 - 371.3) pg/mL 24h: 1C50 (1C95%) = ~731,3 (muito ampla) pg/mL
48h: 1C50 (1C95%) = 120,3 (0.001060 - 1.579e+007) pg/mL 48h: 1C50 (1C95%) = ~707 .8 (muito ampla) pg/mL
IS 24h: 2,8
IS 48h: 5,5

CI50 (Cl195%): concentragdo inibitoria de 50% da proliferagdo celular em pg/mL(intervalo de confianca de

95%). IS: indice de seletividade. Percentual de morte celular (%) foi calculado em relagdo ao controle
DMSO/Etanol 2:3 utilizado como solvente.

Houve aumento de células marcadas em GO/G1 e diminuicdo estatisticamente
significativa de células marcadas em G2/M, tendendo a estacionar o ciclo celular na fase de
GO0/G1 (figura 23).

Figura 23 - Efeito do extrato etandlico (E) do fruto da Pouteria torta sobre o ciclo celular em

linhagem de adenocarcinoma de préstata humano (LNCaP)
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*P<0,05, calculado por ANOVA com teste post-hoc Turkey. GO/G1, S, G2/M: fases do ciclo celular.

Houve aumento da marcacdo com anexina (147%) e anexina+iodeto (106%),

sugerindo tendéncia a apoptose inicial e tardia (figura 24)

Figura 24 - Perfil de morte celular induzido pelo extrato etandlico (E) do fruto da Pouteria
torta em linhagem de adenocarcinoma de préstata humano (LNCaP)
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4.1.6 Sapindus saponaria variedade inaequalis

O extrato etanolico do fruto da Sapindus saponaria variedade inaequalis apresentou
inicialmente intenso efeito citotoxico (proximo de 100%) no tratamento das duas linhagens
celulares cancerigenas, em 24h e 48h, na concentragdo de 500 pg/mL (apéndice). Devido a
esse efeito inicial, a curva dose-resposta na linhagem LNCaP foi realizada com o extrato nas
concentracdes de 50 a 500ug/mL e evidenciou efeito dose dependente nos tempos de 24 e
48h, com calculo de IC50 e IS (figura 25). Entretanto, para as células PC3, a curva foi
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realizada com o extrato nas concentra¢fes habituais, isto é, 150 a 1000ug/mL. Uma vez que
ndo foi possivel repetir esse experimento e que a diferenca nas concentracfes de extrato
utilizadas nas duas linhagens celulares pode comprometer a interpretacdo dos resultados, a

linhagem PC3 foi excluida dos 0s experimentos seguintes.

Figura 25 - Curvas dose-resposta do efeito citotoxico do extrato etandlico (E) do fruto da
Sapindus saponaria variedade inaequalis em linhagens celulares de adenocarcinoma de
prostata (LNCaP e PC3) e queratindcitos humanos (HaCaT) tratadas por 24 e 48 horas.

S. saponaria fruto E - LNCaP 8. saponaria fruto E - HaCat
100- 1001
90- -+ 24h 90+ - 24h
§ 80 - 48h OC‘Q 804 -+ 48h
701 704
I 601 = 60
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n T T 1 n 1 1 1
1.5 2.0 2.5 3.0 2.0 25 3.0 3.5
Log Concentragoes Log Concentragoes
50 100 200 300 400 500 pg/mL 150 250 350 500 750 1000 pg/mL
24h: 1C50 (IC95%) = 157,2 (68.55 - 360.7) pg/mL 24h: 1C50 (1C95%) = 267,1 (239.7 - 297.7) pg/mL
48h- 1C50 (IC95%) = 61,63 (1.266 - 3000) pg/mL 48h- IC50 (IC95%) = 257.5 (217.2 - 305.2) pg/mL
IS 24h: 1.7
IS 48h: 42

CI50 (Cl95%): concentracdo inibitoria de 50% da proliferacdo celular em pg/mL(intervalo de confianca de

95%). IS: indice de seletividade. Percentual de morte celular (%) foi calculado em relacdo ao controle
DMSO/Etanol 2:3 utilizado como solvente.

N&o houve mudanca no perfil do ciclo celular das células LNCaP ap0s tratamento
(figura 26).

Figura 26 - Efeito do extrato etanolico (E) do fruto da Sapindus saponaria variedade

inaequalis sobre o ciclo celular em linhagem de adenocarcinoma de prdstata humano
(LNCaP)
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*P<0,05, calculado por ANOVA com teste post-hoc Turkey. GO/G1, S, G2/M: fases do ciclo celular.

Na analise do perfil de morte celular o tratamento com esse extrato aumentou a
marcacgdo com anexina (296 %) e também com anexina+iodeto (788%), sugerindo tendéncia a

aumento de apoptose inicial e tardia (figura 27)

Figura 27 - Perfil de morte celular induzido pelo extrato etandlico (E) do fruto da Sapindus
saponaria variedade inaequalis em linhagem de adenocarcinoma de prdstata humano
(LNCaP)
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4.2 Andlise das curvas dose-reposta, efeitos sobre o ciclo celular e padrdo de morte
celular induzidos pelos extratos de fluido de cultivo de fungos endofiticos da Bauhinia

variegata
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No teste de citotoxidade inicial, dentre os extratos de 11 fungos endofiticos da
Bauhinia variegata e de 4 fungos filamentosos isolados do solo do Cerrado na regido Centro-
Oeste do Brasil investigados, apenas 4 apresentaram efeito citotdxico maior que 50% e
sustentado em 24 e 48 horas (tabela 3) (apéndice). Os resultados dos demais experimentos
realizados em 3 desses 4 extratos selecionados (fungos endofiticos I, VII e IX) estdo
apresentados a seguir. O extrato do fungo isolado do solo do Cerrado Phaecilomyces lilacinus
ndo foi submetido as analises de curva dose-resposta, do ciclo celular e padrdo de morte

celular pois a quantidade de extrato disponivel era insuficiente.

4.2.1 Fungo 111

O tratamento com extrato do fluido de cultivo do fungo Il em células LNCaP resultou
em efeito dose dependente, ap6s 24 e 48 h de tratamento, nas concentracdes de 25 a
200pg/mL e foi calculado o IC50 do mesmo. Entretanto, observou-se que citototoxicidade era
maior nas células controle (HaCat, queratinécitos) do que nas células cancerigenas,
configurando assim seletividade inversa, o que levou a exclusdo desse extrato dos
experimentos seguintes (figura 28).

Figura 28 - Curvas dose-resposta do efeito citotoxico do extrato do fluido de cultivo do fungo
I11 em linhagem celular de adenocarcinoma de prostata (LNCaP) e queratindcitos humanos
(HaCaT) tratadas por 24 e 48 horas.
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25 50 100 150 200 pg/mL 25 50 100 150 200 pg/mL
24h: 1C50 (1C95%) = 157,5 (76.86 - 306.5) pg/mL 24h: 1C50 (1C95%) = ~47 31 (muito ampla)
48h: 1C50 (1C95%) = 132,9 (108.8 - 162.3) pg/mL 48h: IC50 (1C95%) = 40,34 (5.880 - 276.8) pg/mL

IS 48h: 0,3
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CI50 (Cl95%): concentracao inibitoria de 50% da proliferacdo celular em pg/mL(intervalo de confianca de

95%). IS: indice de seletividade. Percentual de morte celular (%) foi calculado em relacdo ao controle
DMSO/Etanol 2:3 utilizado como solvente.

4.2.2 Fungo V1l

O extrato do fluido de cultivo do fungo VII mostrou efeito citotoxico dose dependente
em 24 e 48h, nas concentragdes de 25 a 200ug/mL mostrou resposta dose dependente nos
tempos de 24 e 48h, com determinacdo das IC50 e IS, porém observou-se pouca diferenca na

seletividade do efeito sobre as células cancerigenas e controle. (figura 29)

Figura 29 - Curvas dose-resposta do efeito citotoxico do extrato do fluido de cultivo do fungo
VIl em linhagem celular de adenocarcinoma de prostata (LNCaP) e queratindcitos humanos
(HaCaT) tratadas por 24 e 48 horas.

Fungo VIl LNCaP Fungo VIl HaCat
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25 50 100 150 200 pg/mL 25 50 100 150 200 upg/mL
24h: 1C50 (1C95%) = 44,06 (0.5444 - 3566) pg/mL 24h: 1C50 (1C95%) = 101,6 (50.03 - 206.5) pg/mL
48h: 1C50 (1C95%) = 43,42 (6.682e-005 - 2.822e+007) pg/mL 48h: 1C50 (1C95%) = 59,04 (16.81 - 207.3) pg/mL
IS 24h: 2.3
IS 48h: 1.4

CI50 (Cl95%): concentracao inibitoria de 50% da proliferacdo celular em pg/mL(intervalo de confianca de

95%). IS: indice de seletividade. Percentual de morte celular (%) foi calculado em relacdo ao controle
DMSO/Etanol 2:3 utilizado como solvente.

Houve tendéncia a aumento de células marcadas em GO/G1 e diminuicdo de celulas
marcadas em G2/M, ap0s tratamento com esse extrato, porém sem significAncia estatistica
(figura 30).
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Figura 30 - Efeito do extrato do fluido de cultivo do fungo VII sobre o ciclo celular em
linhagem de adenocarcinoma de prostata humano (LNCaP)
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*P<0,05, calculado por ANOVA com teste post-hoc Turkey. GO/G1, S, G2/M: fases do ciclo celular.

Houve aumentou discreto da marcagdo com anexina (107 %) em LNCaP, sugerindo
possivel apoptose inicial, porém sem modificagdo importante que sugerisse apoptose tardia
(anexina+iodeto 31%; iodeto 0,9%) (figura 31).

Figura 31 - Perfil de morte celular induzido pelo extrato do fluido de cultivo do fungo VII em

linhagem de adenocarcinoma de prostata humano (LNCaP)
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4.2.3 Fungo IX

O extrato do fluido de cultivo do fungo IX demonstrou resposta citotoxica dose
dependente, nos tempos de 24 e 48h, nas concentra¢bes de 25 a 200pug/mL, com calculo de

IC50 na linhagem LNCaP. Verificou-se também que o efeito citotoxico do extrato na
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linhagem controle (HaCat) foi mais discreto e independente da concentracdo do extrato, com
seletividade maior para a linhagem cancerigena (figura 32).

Figura 32 - Curvas dose-resposta do efeito citotoxico do extrato do fluido de cultivo do fungo
IX em linhagem celular de adenocarcinoma de préstata (LNCaP) e queratindcitos humanos
(HaCaT) tratadas por 24 e 48 horas.
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24h: 1C50 (1C95%) = 118,0 (50.13 - 277.8) pg/mL 24h: 1C50 (1C95%) = ~232,9 (muio ampla) pg/mL
48h: 1C50 (1C95%) = 136,3 (93.97 - 197.7) pg/mL 48h: 1C50 (1C95%) = ndo convergente
IS 24h: 2,0

CI50 (Cl195%): concentragdo inibitoria de 50% da proliferagdo celular em pg/mL(intervalo de confianca de

95%). IS: indice de seletividade. Percentual de morte celular (%) foi calculado em relagdo ao controle
DMSO/Etanol 2:3 utilizado como solvente.

Houve tendéncia a aumento de células marcadas em GO/G1 e diminuicdo de células

marcadas em G2/M, porém sem significancia estatistica (figura 33).

Figura 33 - Efeito do extrato do fluido de cultivo do fungo IX sobre o ciclo celular em

linhagem de adenocarcinoma de préstata humano (LNCaP)
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*P<0,05, calculado por ANOVA com teste post-hoc Turkey. GO/G1, S, G2/M: fases do ciclo celular.

Observou-se também aumento da marcacdo com anexina (114 %) e com
anexina+iodeto (124%) em LNCaP, sugerindo aumento de apoptose inicial e tardia (figura
34).

Figura 34 - Perfil de morte celular induzido pelo extrato do fluido de cultivo do fungo IX em

linhagem de adenocarcinoma de prostata humano (LNCaP)
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4.3 Resultados das analises de Cromatografia de Camada Delgada de extratos de plantas

selecionados

Os extratos selecionados foram submetidos a CCD e comparados aos padrdes de
compostos disponiveis para esse estudo: acetato de lupeila, acetato de o amirina, lupeol,
friedelenol, &cido oleandico e a mistura de estigmasterol + sitosterol. Os compostos
encontrados a partir da comparacdo com os padrdes foram, acetato de lupeila e friedelenol no
extrato hexanico do caule da Pouteria ramiflora e acetato de lupeila e acetato de o amirina

no extrato etanélico do fruto da Pouteria torta.

4.3 Sumario dos resultados (Tabelas 6 e 7)
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Tabela 6 - Sumario dos principais parametros de citotoxicidade observados apds tratamento com extratos de
plantas e fluidos de cultivo de fungo em celulas LNCaP

Extrato IC50 IC5048h' 1S 24h 1S°48h Repressdo  Morte Compostos
24ht (1C95%) do Ciclo celular’ Identificados®
(1C95%) celular®
Alamanda 330,9 288,5 1,8 1,8 G2/M Apl +134% -
blanchetii (97,97 -  (1491- p<0,05 ApT +67%
folha H 1118) 558,4) Nec - 20%
Alamanda 302,9 240,1 1,7 2,9 GO0/Gle Apl +184% -
blanchetii (225,4 -  (180,2 - G2/M ApT +433%
folha E 320,0) 320,0) p<0,05 Nec - 66%
Alamanda 4477 369,1 0,95 1,4 - Apl +150% -
blanchetii (373,8—-  (323,2- ApT +147%
fruto E 536,1) 421,5) Nec +11%
Bauhinia 230,6 - 2,1 - G2/M Apl +98% -
rufafolnag  (112,6 - p<0,05 ApT +757%
472,3) Nec -82%
Pouteria 207,1 211,6 7,7 55 _ Apl +109% acetato de
ramiflora (1,994 -  (0,05350 — ApT +156% lupeila e
caule H 21508) 836995) Nec +18% friedelenol
Pouteria 264,3 120,3 2,8 55 G2/M Apl +147% acetato de
tortafrutoE  (188,1—  (0,001060 — p<0,05 ApT +106%  lupeilae a
371,3) 1,579e+007 Nec +15% amirina
Sapindus 157,2 61,63 1,7 4,2 - Apl +296% -
saponaria (68,55 - (1,266 — ApT +788%
variedade 360,7) 3000) Nec -99,99%
inaequalis
fruto E
Fungo Il 153,5 132,9 - 0,3 - - -
(76,86 —  (108,8 —
306,5) 162,3)
Fungo VI 44,06 43,42 2,3 14 - Apl +107% -
(0,5444 —  (6,682e-005 ApT +31%
3566) - Nec +0,9%
2,822e+007)
Fungo IX 118,0 136,3 2,0 - - Apl +114% -
(50,13 - (93,97 - ApT +124%
277,8) 197,7) Nec -13%

1 Valores de IC50 (1C95%) expressos em pg/mL.

2 1S: indice de seletividade.
3 Repressdo da ativacao do ciclo celular, expressa pelo aumento da propor¢do de células tratadas na fase GO/G1 e reducdo em

G2/M, em relagdo as células ndo tratadas. P<0.05 determinado por ANOVA com teste post-hoc de Newman-Keuls.

4 Padrao de morte celular induzido pelos extratos, avaliados pela proporcéo de células marcadas com anexina (Apl: apoptose
inicial), anexina+iodeto (ApT: apoptose tardia) ou iodeto (Nec: necrose), antes e ap0s tratamento com o0s extratos, expressa em
termos de incremento (+) ou reducéo (-) percentual.
5 Compostos identificados nos extratos por cromatografia de camada delgada (CCD).
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Tabela 7 - Sumario dos principais parametros de citotoxicidade observados ap6s tratamento com extratos de
plantas em células PC3

Extrato IC50 24h! IC50 48h* IS°24h  1S°48h  Repressdo Morte Compostos
(1C95%) (1C95%) do Ciclo  celular’ Identificados®
celular®
Alamanda ambigua 466,1 - 1,3 - Apl +47% -
blanchetii (muito (406,1 - ApT + 38%
folha H ampla) 534,9) Nec -7%
Bauhinia 384,8 - 1,3 - G2/M Apl +0,7% -
rufafolhaE  (-110,3 - p<0,05 ApT +958%
224,1) Nec +415%
Pouteria 820,9 520,1 - - GO0/Gle Apl +66% -
caimito folha (467,5 - (224,0 - G2/M ApT
E 1441) 1208) p<0,05 +1140%
Nec +150%

1 Valores de IC50 (1C95%) expressos em pg/mL.

2 1S: indice de seletividade.

3 Represséo da ativacdo do ciclo celular, expressa pelo aumento da proporcdo de células tratadas na fase GO/G1 e reducédo
em G2/M, em relagdo as células ndo tratadas. P<0.05 determinado por ANOVA com teste post-hoc de Newman-Keuls.

4 Padréo de morte celular induzido pelos extratos, avaliados pela propor¢éo de células marcadas com anexina (Apl: apoptose
inicial), anexina+iodeto (ApT: apoptose tardia) ou iodeto (Nec: necrose), antes e apds tratamento com os extratos, expressa
em termos de incremento (+) ou reducgéo (-) percentual.

5 Compostos identificados nos extratos por cromatografia de camada delgada (CCD).
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5 DISCUSSAO

O céncer de prostata € um problema de salde publica importante, devido a sua alta
prevaléncia. Apesar da terapéutica disponivel, ainda existem 0s casos em que o0 cancer
progride a despeito do tratamento e se torna resistente a terapia considerada de primeira linha,
baseada na privacdo de androgénios. Nos casos de cancer de prostata metastatico, sdo poucas
as opcoes terapéuticas e de alto custo, com poucas possibilidades de cura e alta taxa de
mortalidade.

O conhecimento crescente sobre a fisiopatologia do cancer implica na busca de novos
medicamentos e maior eficicia terapéutica com menor toxicidade. Nesse sentido, vem
crescendo o numero de estudos que buscam matéria-prima natural, tais como plantas e fungos
presentes no meio ambiente, como fonte de novos compostos com potencial terapéutico.

O Brasil é o pais que possui a flora mais diversa do mundo, considerada a mais rica,
com mais de 55 mil espécies de plantas, totalizando 22% do total mundial. Foram catalogadas
44149 espécies para a flora brasileira, sendo 4382 algas, 32276 angiospermas, 1528 de
briofitas, 4704 de fungos, 30 gimnospermas e 1229 samambaias e lictfitas. Essas espécies séo
encontradas em biomas com caracteristicas distintas, sendo eles, Amaz6nia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (BRASIL, 2014b).

O cerrado possui enorme area ocupando 23,9% do territério brasileiro, com grande
biodiversidade e ainda pouco explorada (BRASIL, 2014b).

Ainda sdo escassos 0s estudos que avaliaram de maneira consistente o efeito de
derivados vegetais in vitro, em linhagens de células de cancer prostatico. O impacto cientifico
e aplicacdo clinica da maioria desses estudos ainda é limitado. Entretanto, tem se observado
um aumento crescente do numero de estudos em diversas outras linhagens celulares de
cancer, e ainda, de estudos sobre o efeito de alguns compostos encontrados em drogas
vegetais sobre o cancer. Mais evidente ainda é a escassez de estudos que tenham avaliado
efeitos de extratos de plantas e derivados de fungos provenientes do bioma Cerrado, da regido
central do Brasil.

No presente estudo foram analisadas plantas do tipo angiospermas, que sdo aquelas

que possuem flores e frutos, a maioria do bioma cerrado, totalizando 31 extratos.

A seguir, estdo apresentados os achados mais importantes do presente trabalho e
discutidos baseados no conhecimento cientifico previamente existente.
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Extrato hexanico do caule da Pouteria ramiflora

Dentre os extratos estudados para a linhagem de adenocarcinoma de préstata sensivel
a androgénios, LNCaP, o que mais se destacou foi o extrato hexanico do caule da Pouteria
ramiflora. Esse extrato apresentou efeito citotoxico dose dependente, com o maior indice de
seletividade para a linhagem LNCaP, tanto em 24h quanto em 48h de tratamento (7,7 € 5,5
respectivamente). Além disso, a analise do padrdo de morte celular induzido por esse extrato
mostrou aumento das células marcadas com anexina e anexina+IP, sugerindo que o extrato
induz apoptose inicial e tardia. Entretanto, para confirmacdo da capacidade de induzir
apoptose, outros experimentos podem ser realizados, como, por exemplo, um ensaio de
caspases. Infelizmente, ndo foi possivel obter imagens de microscopia de transmissao das
células apds tratamento com esse extrato, o que, contudo, ndo é absolutamente indispensavel
para confirmacdo. As células LNCaP tratadas com extrato hexanico do caule da P. ramiflora
também mostraram tendéncia a estacionarem o ciclo na fase GO/G1, porém sem significancia
estatistica. Outros estudos para verificar o efeito desse extrato sobre o ciclo celular sao

necessarios para confirmacao.

Outro aspecto que merece destaque é que nesse mesmo extrato hexanico do caule da
Pouteria ramiflora foram identificados dois compostos: acetato de lupeila e friedelenol.
Chaturvedula e colaboradores (2004) também identificaram a presenca de acetato de lupeila
em um extrato da planta Solidago canadensis L (Asteraceae) e verificaram que esse composto
inibe a atividade liase da DNA polimerase beta (CHATURVEDULA et al., 2004). A
polimerase beta tem sido considerada um alvo terapéutico promissor no tratamento do cancer.
Essa enzima facilita a sobrevivéncia das células do cancer diante de lesdo ao seu DNA,
agindo como um fator importante na resisténcia das células cancerigenas aos agentes
antineoplasicos e a radioterapia, que causam lesdo ao DNA. Assim, inibidores da polimerase
beta tem sido estudados como agentes pro-apoptéticos para as células cancerigenas, que entéo
tornam-se mais sensiveis a lesdes irreversiveis ao seu DNA induzidos pela terapia
antineoplasica tradicional (BARAKAT, GAJEWSKI, TUSZYNSKI, 2012).

Segundo Chaturvedula e colaboradores (2004), o acetato de lupeila apresentou
citotoxicidade em linhagem celular de cancer ovariano A2728, apresentando um IC50 de
22,6pg/mL (CHATURVEDULA et al., 2004).
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Um estudo prévio mostrou um efeito citotoxico do friedelenol isolado da planta P.
bistorta em linhagem de céncer de prostata resistente PC3 e U251 gliobastoma neuronal
humano. Entretanto, no presente estudo o extrato da P. ramiflora em que foi evidenciado o
friedelenol ndo apresentou boa resposta para a linhagem PC3 (MANOHARAN et al., 2007).

Segundo Castro e colaboradores (2007), os extratos brutos das folhas etanolico e
aquoso de P. torta e o etandlica da P. ramiflora apresentaram atividade antioxidante maior do
que o composto BHT que usado como controle (CASTRO et al., 2007).

Extratos etandlicos do fruto da P. torta e da folha da B. Rufa

Os extratos etanolicos do fruto da P. torta e da folha da B. rufa também apresentaram
efeito citotdxico mais de 2 vezes mais seletivo para a linhagem LNCaP em comparacdo a
linhagem de queratindcitos normais. Esses extratos também resultaram em repressdo
significativa do ciclo celular na linhagem LNCaP e inducdo importante de apoptose.
Interessantemente, também foi identificado acetato de lupeila no extrato da P. torta, 0 mesmo
composto com potencial inibidor da polimerase beta encontrado no extrato da P. ramiflora. O
achado desse composto em dois dos extratos cujos efeitos citotoxicos foram dos mais
significativos identificados no presente estudo torna-os excelentes candidatos a estudos
subsequentes, por exemplo, para verificacdo de possivel atividade inibidora da DNA
polimerase beta. Em hipdtese, esse seria um mecanismo possivel do efeito citotoxico e pro-

apoptaético dos extratos isolados dessas plantas, a ser melhor investigado.

Em um estudo anterior, Elias e colaboradores (2014) ja haviam identificado potencial
atividade anticancerigena de extratos da P. torta. Nesse trabalho, extratos da folha, aquosos,
etanolicos e hexanicos apresentaram atividade citotoxica em linhagens de cancer oral e de
mama. O extrato hexanico mostrou resposta dose dependente em ambas linhagens. Os
extratos aquoso e etandlico induziram apoptose para a linhagem de adenocarcinoma de mama
e 0 extrato hexanico, para a linhagem de carcinoma de celulas escamosas oral (ELIAS, et al,
2014). Os achados aqui descritos corroboraram o potencial anticancerigeno da planta, uma
vez que houve evidéncia sustentada de efeito citotoxica do extrato E do fruto da P. torta para
as celulas LNCaP. Esse efeito foi tempo e dose dependente, com elevado indice de
seletividade para essas células (IC 24horas = 2,7 e 48h = 5,5) e associou-se a repressao da
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ativacdo do ciclo celular estatisticamente significativa e indugéo de apoptose inicial e tardia
(figuras 22 a 24). Interessantemente, esse efeito foi demonstrado apenas na linhagem de
cancer de prostata sensivel a androgénios, mas ndo na linhagem resistente. Esse achado
aponta também para a possibilidade de que outros mecanismos envolvidos na atividade
citotoxica desse extrato possam se relacionar as vias de ativacdo do AR, porém outros

experimentos seriam necessarios para confirmar ou afastar esse efeito.

Ainda sobre o extrato E daP. torta, foi evidenciado que o0 mesmo apresenta 0s
compostos acetato de lupeila e acetato de o amirina. O acetato de lupeila também

foi evidenciado no extrato H do caule da P. ramiflora assim como o friedenelol.

Em 2013, Ferreira e colaboradores (2013) demonstraram diminuicdo da viabilidade de
duas linhagens de cancer de prostata resistente a androgénios, a DU145 e a PC3, apds
tratamento com a proteina Crata BL, isolada da casca da Crataeva tapia (casca). Trata-se de
uma planta nativa do Brasil, encontrada no nordeste, e pertencente ao dominios
fitogeogréaficos Cerrado, Amazoénia, Mata Atlantica e Caatinga. Para avaliar o tipo de morte
celular, foi utilizado anexina V e iodeto de propideo, e ambas linhagens mostraram morte por
apoptose de forma significativa. A proteina isolada tem estrutura similar a inibidores de
protease tipo Kunitz, que inibem serina proteases. Esse achado é de grande relevancia uma
vez que foi observado aumento de expressdo de proteases no cancer de prostata. Além disso, o
PSA, principal marcador sérico que esta aumentado no cancer de prostata, € uma serina
protease (FERREIRA et al., 2013b; CORNEJO, 2014).

Um inibidor de calicreinas provindo da Bauhinia rufa foi estudado pelo mesmo grupo
de pesquisa, nas mesmas linhagens de cancer de préstata DU145 e PC3. Os autores
observaram reducdo da viabilidade celular, além de inibicdo da angiogénese. Por meio da
marcacdo com iodeto de propideo, demonstraram também que o tratamento com o inibidor
resultou em alteracdo no ciclo celular das células PC3, com aumento do percentual de células
na fase GO/G1. Contudo, ndo alterou o ciclo na linhagem DU 145. Curiosamente, na analise
do padrdo de morte celular, os autores verificaram inducdo de apoptose em ambas linhagens
celulares, inicialmente pela analise em citbmetro de fluxo com anexina V e iodeto de
propideo, e posteriormente confirmada por meio de ensaio de caspases (FERREIRA et al.,
2013a).

Assim como os achados de Ferreira e colaboradores (2013), no presente estudo foi

observada modificacdo significativa no ciclo celular em células PC3 apds tratamento com o



72

extrato etanolico da folha da B. rufa, com reducdo significativa da proporcao de células em
G2/M e tendéncia a aumento de GO/G1. Padrdo semelhante tambem foi observado para as
células LNCaP (figura 14). O tratamento com o mesmo extrato também induziu intensa
apoptose tardia (aumento em torno de 9,5 vezes o nimero de células apoptoticas em relacédo
ao controle ndo tratado) e necrose na linhagem PC3 (figura 15), semelhante aos achados do
estudo anterior, que avaliou o efeito de um composto inibidor de calicreinas isolado da mesma
planta (FERREIRA et al., 2013a). Outras analises seriam necessarias na tentativa de avaliar
possivel atividade inibitdria de calicreinas a partir do extrato aqui estudado, o0 qual manteve a
capacidade de induzir apoptose em ambas as linhagens celulares. Na presente analise, ainda
ndo foi possivel identificar compostos presentes nesse extrato (E bauhinia rufa) pela CCD.

Além disso, sesquiterpenos ja foram encontrados em 6leo volatil da B. rufa e também
da B. variegata (DUARTE-ALMEIDA et al., 2004). E interessante apontar que Wang e
colaboradores (2011), demonstraram que dois sequiterpenos identificados como ST1 e 0 ST2,
possuem atividade modulatéria sobre o receptor androgénico, contribuindo para a diminuicéo
da sua expressdo diminuigédo da ativacdo transcricional e alteracdo na interacdo do AR com
coativadores, em células LNCaP (WANG et al., 2011). Assim, um possivel efeito do extrato
da B. Rufa sobre a modulacdo do AR nas duas linhagens de células de cancer de prostata,
sensivel ou resistente a androgénios, deve ser investigado futuramente, diante de sua atividade

citotoxica significativa em ambas as linhagens observada no presente estudo.

Sapindus saponaria variedade inaequalis

Rashed e colaboradores (2013), descreveram atividade citotoxica de um extrato de
Sapindus saponaria em diferentes linhagens de células de diferentes tipos de carcinomas,
como o de colon (HCT-15), cervical (HeLa), mama (MCF-7) e de pulmédo (NCI- H460),
corroborando nossos achados em cancer de prostata, os quais também foram bastante
relevantes. O IS em 48h do extrato etandlico do fruto da S. saponaria variedade inaequalis foi
de 4,2, com percentual de inducdo de apoptose de 788% (tabela 5). Os mesmos autores
destacaram a presenca de estigmasterol e acido oleandico na S. saponaria, porém, no presente
estudo, quando foram comparados esses compostos com o0 extrato etandlico do fruto da S.
saponaria variedade inaequalis, os mesmos n&o foram detectados. Ainda assim, esses

achados em conjunto reforcam um efeito citotoxico dessa planta em diferentes células
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tumorais, que também merece maior detalnamento em estudos futuros (RASHED et al.,
2013).

Pouteria caimito

Destaca-se ainda o efeito do extrato da folha da P. caimito na linhagem resistente a
androgénios, PC3. Nessa linhagem, que consiste em células imortalizadas de um céncer de
préstata metastatico, em estagio avancado, esse extrato apresentou os melhores resultados,
mostrando efeito citotoxico dose dependente. Embora nédo tenha sido possivel o célculo do
IC50 para a célula controle para o calculo do IS, a curva dose resposta em queratindcitos
mostra resultados ambiguos, com menor percentual de células inviaveis do que para a célula
cancerigena. Além disso, o extrato induziu repressdo estatisticamente significativo do ciclo

celular em PC3 e inducdo em mais de 10 vezes de apoptose tardia.

Allamanda blanchetii

Os extratos hexanico e etandlico da folha e o extrato etanolico do fruto da Allamanda
blanchetii também apresentaram resultados que se destacaram, apresar de ndo terem
demonstrado valores de IS altos, os extratos da folha reprimiram as células na fase GO/G1 do
ciclo celular de forma estatisticamente significativa, e todos apresentaram aumento da
marcagdo com anexina e anexina+IP mostrando a tendéncia a apoptose. Navarro e
colaboradores (2006) demostraram atividade citotoxica da A. blanchetii em linhagem de
célula de cancer (leucemia) o que corrobora com os achados do estudo em questdo que
mostrou atividade citotdxica em células cancerigenas de adenocarcinoma de prostata
(NAVARRO et al., 2008).

Considerac6es adicionais e extratos de fungos

Outros extratos de plantas também apresentaram efeito citotoxico interessante, porem
com indices de seletividade inferiores e/ou efeitos discretos no ciclo celular, os quais estdo

apresentados nas tabelas 5 e 6.
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Além dos estudos citados na tabela 7, dentre os principais que analisaram plantas do
Cerrado como fonte de derivados vegetais com efeito citotdxico para o cancer, destaca-se 0
trabalho de Mesquita e colaboradores (2009). Os autores avaliaram a citotoxicicidade de
plantas do Cerrado utilizadas na medicina popular, por meio do MTT, em 4 linhagens de
cancer, HCT-8 carcinoma de co6lon humano, HL-60 leucemia, SF-295 céncer de mama e
MDA-MB-435 melanoma. De 412 extratos testados 12 apresentaram efeito antiproliferativo,
inclusive um deles foi a Pouteria torta (MESQUITA et al., 2009). No presente trabalho foram
analisados 31 extratos de plantas nativas ou presentes em abundancia no Cerrado, dos quais
pelo menos 12 apresentaram alguma evidéncia de atividade citotdxica sobre linhagens de
adenocarcinoma de prostata. E ainda, dentre 11 extratos de fluidos de cultivo de fungos
analisados, 3 apresentaram atividade citotdxica, porém esta foi menos seletiva para as células

cancerigenas (tabelas 5 e 6).

Recentemente, Banjerdpongcha e colaboradores (2013) avaliaram a citotoxicidade de
extratos obtidos do arroz roxo em linhagem de células tumorais. Esses autores mostraram
atividade tempo e dose dependente desses extratos na linhagem de céncer de prostata LNCaP,
dentre outras, além de seu efeito apopt6tico utilizando o anexina V e iodeto de propideo
(BANJERDPONGCHAI; WUDTIWALI; SRINGARM, 2013).

Shahneh e colaboradores (2013), também utilizaram o MTT para avaliar
citotoxicidade em diversas linhagens celulares de cancer, incluindo a linhagem PC3 de
prostata. Verificaram que Chelidonium majus L apresentou atividade citotéxica para todas as
linhagens tumorais, com baixos valores de 1C50% (ZARE SHAHNEH et al., 2013).

Adicionalmente, podem-se destacar alguns trabalhos que investigaram os efeitos
citotdxicos de outras fontes naturais de diferentes origens sobre diversas células cancerigenas
in vitro. Na grande maioria desses trabalhos foram utilizados métodos de avaliacdo inicial da

citotoxicidade semelhantes aos usados no presente estudo.

Alguns fungos endofiticos da B. variegata, os quais ainda estdo sendo identificados
pelo grupo de pesquisa que 0s cedeu para o presente estudo, foram analisados. Os extratos de
fluido de cultivo de fungos VII e IX apresentaram resposta dose dependente com IS de 24h
pouco maior que 2 para as células LNCaP apenas. Isso significa que a concentracdo
necessaria para inibir a proliferagdo em 50% das células cancerigenas é 2 vezes menor do que
a necessaria para inibir a mesma proporcao de células da linhagem controle. Esses fungos

induziram tendéncia, porem sem significancia estatistica, para inibicdo do ciclo celular e um
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efeito aparentemente discreto na inducdo de apoptose (tabela 5). Nao foram observados
efeitos citotdxicos significativos a partir dos extratos dos fungos isolados do solo do Cerrado.
Em conjunto, os presentes achados sugerem efeito citotoxico muito discreto ou ausente dos

extratos dos fungos sobre as linhagens de cancer de préstata, até o0 momento.

Ao contrario, Zhan e colaboradores (2007) mostraram atividade citotoxica de
compostos isolados a partir de fungos endofiticos para quatro linhagens de células tumorais.
Dentre seus principais achados, os autores verificaram inibigdo de migracéo da linhagem de
cancer de prostata androgeno resistente PC3 para sitios de metastases 6sseas (ZHAN et al.,
2007).

Sobre os estudos com fungos, vale mencionar que a antraquinona SZ-685C isolada de
um fungo endofitico mostrou toxicidade através do MTT em linhagens de cancer de mama
(MCF-7 e MDA-MB-435), glioma (LN-444), hepatoma (Hep-3B e Huh-7) e adenocarcinoma
de prostata (PC3). Houve inibicdo do crescimento em todas as linhagens estudadas e
comprovada a inducdo de apoptose por meio de citometria de fluxo (anexina V e IP) como no
presente estudo, a qual foi confirmada pelas técnicas de TUNEL e pela ativacdo de caspases
(XIE et al., 2010).

Por fim, algumas questBes metodolégicas também devem ser levantadas que

adicionam valor a interpretacdo dos resultados.

A curva dose-resposta da bicalutamida foi realizada como controle positivo, para
padronizacdo da curva dose-reposta e para obtencdo de um parametro de magnitude da
resposta citotoxica. A bicalutamina € um farmaco utilizado no tratamento de cancer de
préstata na pratica clinica e seu efeito foi verificado em linhagens andrégeno sensivel e
resistente, a despeito de ser um antagonista do AR. Segundo Shi e colaboradores (2013) a
concentracdo de bicalutamida necessaria para inibir 50% da proliferagdo celular em 72h de
tratamento em linhagem LNCaP é 74 + 59 e em linhagem PC3 é 76, 4 + 7,2, uM,

determinada pelo teste SRB, que colore as proteinas pela sulforodamina (SHI , 2013).

O MTT é um teste colorimétrico bastante utilizado para avaliar a viabilidade celular.
Baseia-se na capacidade das células de reduzir o MTT, gerando cristais de formazan, cuja
quantidade pode ser determinada por meio de um ensaio luminometrico. Assim, o valor
obtido no teste luminométrico é proporcional ao nimero de células viaveis, com capacidade
de se proliferarem, na amostra (SCIEN CELL RESEARCH). Nesse estudo o MTT foi
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inicialmente usado para fazer o rastreamento da atividade citotoxica de todos os extratos que
estavam disponiveis. Tem a vantagem de ser um método de baixo custo e de rapida execucao.

Entretanto, algumas interferéncias tém sido descridas.

Peng e colaboradores (2005) avaliaram a capacidade de flavonoides reduzirem o MTT,
independentemente da presenca de células viaveis na amostra. Avaliaram também uma
possivel interferéncia do meio RPMI sobre esse ensaio. Considerando que diversos extratos
de plantas contém flavonoides e que o meio utilizado para cultivo das células LNCaP foi o
RPMI, foi realizado avaliagdo preliminar do teste com amostras contendo meio de cultura
puro sem células e com células para avaliarmos possivel reducdo do MTT pelo RPMI. Com
essa andlise, ndo foram identificadas interferéncias do meio de cultura na sensibilidade do
MTT. Além disso, no estudo de Peng e colaboradores (2005), os testes foram realizados
também com dois tipos de flavonoides isolados. Na avaliacao realizada para o presente estudo
foram utilizados extratos brutos da planta, os quais podem conter quantidades variaveis de
flavonoides ndo concentrados, portanto, com menor possibilidade de interferéncia no teste.
Assim, ndo foram encontradas varia¢fes nos resultados do MTT quando testados com 0 meio
RPMI ou com os extratos brutos (PENG, WANG, REN, 2005).

Os testes utilizando iodeto de propideo para avaliar o ciclo celular e para avaliar a
morte celular a anexina V + iodeto de propideo sdo bastante utilizados na literatura para tentar
desvendar os possiveis mecanismos que levam a morte celular e o tipo de morte celular. O
primeiro indica se ha alguma alteracéo no ciclo celular e o segundo da o indicativo de inducdo
de apoptose, o qual geralmente é confirmado por outros testes, como 0s marcadores de
caspases 3 e 9, que sdo efetoras nesse processo. O presente estudo consistiu de um
rastreamento da atividade citotoxica dos extratos disponiveis e, portanto, ensaios
complementares para confirmagdo do padrdo de morte celular, bem como esclarecimentos dos

mecanismos envolvidos nesses processos ainda sdo necessarios.

Em concordancia com o presente estudo, varios estudos tém reportado a atividade de
extratos de plantas em linhagens de cancer de prostata sensivel e resistente. O uso frequente
das linhagens usadas neste estudo, LNCaP e PC3 permite analisar dois tipos de
comportamento distintos. Com abordagens semelhantes, alguns trabalhos ja tém apontado
compostos ativos isolados e seus mecanismos de acdo propostos. Esse fato aliado a

identificacdo de extratos com efeito promissor provenientes do bioma do Cerrado na regido
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Centro-Oeste suporta a importancia do estudo e a contribuicdo para futuramente acrescentar
melhorias as opcOes terapéuticas disponiveis.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou extratos de plantas e de fluido de cultivo de fungos com
atividade citotoxica em linhagens de adenocarcinoma de prostata sensivel (LNCaP) e

resistente a androgénios (PC3).

Para a linhagem celular LNCaP:

- Doze extratos de plantas e trés extratos de fluido de cultivo de fungos
apresentaram atividade citotoxica maior que 50% em linhagem de adenocarcinoma
de prostata androgeno sensivel LNCaP no teste de rastreamento de citotoxicidade

inicial;

- Sete extratos de plantas e trés extratos de fluido de cultivo de fungos apresentaram
atividade citotdxica sustentada e dose dependente, a saber: Alamanda blanchetii
folha H, Alamanda blanchetii folha E, Alamanda blanchetii fruto E, Bauhinia rufa
folha E, Pouteria ramiflora caule H, Pouteria torta fruto E, Sapindus saponaria

fruto E, e os fungos endofiticos da Bauhinia variegata Il1, VI e IX.

- Para os extratos acima, foi calculado o indice de seletividade a partir da razdo entre
as IC50 observadas na linhagem celular controle (queratindcitos HaCat) e na
linhagem LnCAP. indice de seletividade maior do que 2 apds tratamento de 24
e/ou 48 horas foi observado em cinco dos sete extratos de plantas e em dois dos

trés extratos de fluido de cultivo de fungos citotdxicos para a linhagem LNCaP;

- A maioria dos sete extratos de plantas citotoxicos apresentou efeitos inibitorios
sobre o ciclo celular em células LNCaP, porém apenas para 0s extratos de
Alamanda blanchetii folha H, Alamanda blanchetii folha E, Bauhinia rufa folha E
e Pouteria torta folha E esse efeito foi estatisticamente significativo. Nenhum

extrato de fungo mostrou interferéncia sobre o ciclo celular nessas células;
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- A maioria dos sete extratos de plantas citotdxicos induziu morte celular por
apoptose em células LNCaP, em graus variaveis. Dentre os extratos de fluido de
cultivo de fungos, apenas o do fungo IX mostrou indugdo sustentada (inicial e

tardia) de apoptose.

- Os seguintes extratos apresentaram efeito citotoxico global em células LNCaP que

foram considerados os mais significativos:

1. Pouteria ramiflora caule E: maiores indices de seletividade tanto em 24
quanto em 48h (7,7 e 5,5 respectivamente), com indugdo de apoptose sustentada
(inicial 109% e tardia 156%);

2. Pouteria torta fruto E: alta seletividade em 24 e 48h (2,8 e 55
respectivametne), inibi¢do estatisticamente significativa do ciclo celular e inducéo de

apoptose sustentada (inicial 147% e tardia 106%);

3. Bauhinia rufa folha E: indice de seletividade de 2,1 em 24h, com
inibicdo estatisticamente significativa do ciclo celular e indugcdo muito expressiva de

apoptose tardia (757%);

4. Sapindus saponaria variedade inaequalis fruto E: indice de seletividade
de 4,2 em 48h, com indugdoo muito expressiva de apoptose tardia (788%);

5. Alamanda blanchetii folha E: indice de seletividade de 2,9 em 48 h,
com inibicdo estatisticamente significativa do ciclo celular e indugdo muito expressiva
de apoptose tardia (433%).

- Acetato de lupeila foi um dos compostos identificado nos extratos Pouteria
ramiflora caule H e Pouteria torta fruto E. Foi descrita recentemente atividade
inibidora da DNA polimerase beta desse composto, o0 que o0 torna promissor para a
atividade citotoxica observada em linhagens de adenocarcinoma de préstata no

presente estudo.
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Também foram identificados friedelenol, no extrato da Pouteria ramiflora caule H,

e o amirina, no extrato da Pouteria torta fruto E.

Para a linhagem celular PC3

Dez extratos de plantas apresentaram resposta citotoxica maior que 50% no teste
de rastreamento inicial de citotoxicidade na linhagem de adenocarcinoma de
préstata andrdgeno resistente PC3. Nenhum extrato de fluido de cultivo de fungos

foi citotdxico para essa linhagem celular;

Trés extratos de plantas apresentaram citotoxicidade sustentada e dose dependente
na linhagem PC3, a saber: Alamanda blanchetii folha H, Bauhinia rufa folha E e
Pouteria caimito folha E. Entretanto, esse efeito nao foi seletivo para a linhagem

cancerigena em relacdo as células controle;

Os extratos da Bauhinia rufa folha E e Pouteria caimito folha E apresentaram

efeito inibitdrio estatisticamente significativo sobre o ciclo celular;

Os mesmos extratos da Bauhinia rufa folha E e Pouteria caimito folha E
apresentaram efeito de inducdo muito expressiva de apoptose tardia (958% e

1140% respectivamente) na linhagem PC3;

Nédo foram identificados compostos nos extratos que foram citotoxicos para a
linhagem PC3 comparativamente aos padrbes analisados na cromatografia de

camada delgada no presente estudo.

Destaca-se o efeito citotoxico do extrato da Pouteria caimito folha E, o qual
resultou em inibicéo significativa do ciclo celular e inducdo expressiva de apoptose
na linhagem de cancer resistente a androgénios (PC3), porem sem nenhum efeito

citotoxico na linhagem LNCaP sensivel a androgénios. Esse achado sugere que o
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efeito citotdxico desse extrato seja mais especifico para a linhagem de

adenocarcinoma metastatico, resistente a andrégenos, e requer estudos adicionais.

Conclui-se que o presente estudo trouxe contribuicdo importante para a busca de
compostos que possam ser Uteis no tratamento do cancer de prostata. Os extratos citotoxicos
identificados possuem potencial como fonte natural de compostos ativos e estudos futuros séo

necessarios para caracterizacao de sua atividade farmacologica.
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APENDICE
1 Resultados dos extratos de plantas
1.1 Allamanda blanchetii

APENDICE 1 - Citotoxicidade na concentragdo de 500pg/mL dos extratos da Allamanda
blanchetii.

A. blanchetii - LNCaP . 24h A. blanchetii - PC3 . 24h
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A viabilidade celular foi calculada de acordo com o controle PBS (solvente dos extratos aquosos) e
DMSO/Etanol 2:3 (solvente do extratos etandlicos e hexanicos); Os experimentos foram realizados em triplicata;
* Valor de P<0,05 calculado através do Prisma 5.0 utilizando analise de variancia One-Way Anova com pds-
teste de Turkey.

APENDICE 2 - Curva dose-resposta do extrato da A. blanchetii que ndo apresentou resposta

dose dependente em linhagem de adenocarcinoma de prostata PC3.
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1.2 Bauhinia rufa

APENDICE 3 - Citotoxicidade na concentragio de 500ug/mL dos extratos da Bauhinia rufa.

B rufa - LNCaP Ml 24n B rufa- PC3 M 24n
150+ [J4sn 150+ [ 4sn

viabilidade celular
viabilidade celular
(%o)

A viabilidade celular foi calculada de acordo com o controle PBS (solvente dos extratos aquosos) e
DMSO/Etanol 2:3 (solvente do extratos etandlicos e hexanicos); Os experimentos foram realizados em triplicata;
* Valor de P<0,05 calculado através do Prisma 5.0 utilizando analise de varidncia One-Way Anova com pds-
teste de Turkey.

APENDICE 4 - Curva dose-resposta dos extratos da B. rufa que ndo apresentaram resposta
dose dependente em linhagens de adenocarcinoma de prostata (andrégeno sensivel LNCaP e

androgeno resistente PC3).
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B. rufafolhaH-PC3
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APENDICE 5 - Citotoxicidade na concentracio de 500ug/mL dos extratos da B. variegata.
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APENDICE 6 - Curva dose-resposta dos extratos da B. variegata que nio apresentou

resposta dose dependente em linhagem de adenocarcinoma de prostata androgeno sensivel

LNCaP.
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1.4 Caryocar brasiliense

APENDICE 7 - Citotoxicidade na concentracdo de 500ug/mL dos extratos do Caryocar

brasiliense.

C. brasiliense - LNCaP M 24n C. brasiliense - PC3 M 24h
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APENDICE 8 - Curva dose-resposta do extrato do C. brasiliense que ndo apresentou resposta

dose dependente em linhagens de adenocarcinoma de prostata andrégeno resistente PC3.
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1.5 Erythroxylum subrotundum

APENDICE 9 - Citotoxicidade na concentracdo de 500ug/mL dos extratos
subrotundum.
E. subrotundum - LNcaP  I24h E. subrotundum - PC3
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1.6 Erythroxylum suberosum

APENDICE 10 - Citotoxicidade na concentragio de 500ug/mL dos extratos da E.suberosum.
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APENDICE 11 - Curva dose-resposta dos extratos do E. suberosum que ndo apresentou

resposta dose dependente em linhagem de adenocarcinoma de prostata andrégeno resistente

PC3.
E. suberosum folha H - PC3
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1.7 Pouteria caimito

APENDICE 12 - Citotoxicidade na concentracdo de 500pg/mL dos extratos da Pouteria

caimito.



[ 2
D 4sn

P. caimito - LNCaP
150

100

50

viabilidade celular
(%)

& ’f\ ’&(\vﬁ\ < w@@¢ 2
6" T B
& &a"‘* e’ e &
.@ O 40 a0
& @‘ & \@\ @‘ & &
& o & P
® Y ¢ e

L @“I‘

P. caimito - PC3

1501

viabilidade celular
(%)

96

W24
[ 4sn

A viabilidade celular foi calculada de acordo com o controle PBS (solvente dos extratos aquosos) e

DMSO/Etanol 2:3 (solvente do extratos etandlicos e hexanicos); Os experimentos foram realizados em triplicata;

* Valor de P<0,05 calculado através do Prisma 5.0 utilizando analise de varidncia One-Way Anova com pds-

teste de Turkey.

1.8 Pouteria ramiflora

APENDICE 13 - Citotoxicidade na concentracio de 500ug/mL dos extratos da Pouteria

ramiflora.
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A viabilidade celular foi calculada de acordo com o controle PBS (solvente dos extratos aquosos) e

DMSO/Etanol 2:3 (solvente do extratos etandlicos e hexanicos); Os experimentos foram realizados em triplicata;

* Valor de P<0,05 calculado através do Prisma 5.0 utilizando analise de varidncia One-Way Anova com pds-

teste de Turkey.
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APENDICE 14 - Curva dose-resposta dos extratos da P. ramiflora que ndo apresentou

resposta dose dependente em linhagens de adenocarcinoma de prostata (andrégeno sensivel

LNCaP e andrdgeno resistente PC3).
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1.9 Pouteria torta
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APENDICE 15 - Citotoxicidade na concentracdo de 500ug/mL dos extratos da Pouteria

torta.
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A viabilidade celular foi calculada de acordo com o controle PBS (solvente dos extratos aquosos) e

DMSO/Etanol 2:3 (solvente do extratos etandlicos e hexanicos); Os experimentos foram realizados em triplicata;

* Valor de P<0,05 calculado através do Prisma 5.0 utilizando analise de variancia One-Way Anova com poés-

teste de Turkey.
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1.10 Sapindus saponaria variedade inaequalis

APENDICE 16 - Citotoxicidade na concentracio de 500ug/mL dos extratos da Sapindus

saponaria variedade inaequalis.

M 240 M 240
S. saponaria - PC3
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A viabilidade celular foi calculada de acordo com o controle PBS (solvente dos extratos aquosos) e
DMSO/Etanol 2:3 (solvente do extratos etandlicos e hexanicos); Os experimentos foram realizados em triplicata;
* Valor de P<0,05 calculado através do Prisma 5.0 utilizando analise de variancia One-Way Anova com pds-
teste de Turkey.

APENDICE 17 - Curva dose-resposta dos extratos da Sapindus saponaria variedade
inaequalis que ndo apresentou resposta dose dependente em linhagem de adenocarcinoma de

préstata (andrdgeno resistente PC3)..
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1.11 Sthryphnodendron adstringens

APENDICE 18 - Citotoxicidade na concentracio de 500pg/mL dos extratos da
Sthryphnodendron adstringens.

S. adstringens - LNCaP M 24n S. adstringens - PC3 M 24n
400 Oash 400 Oaen

viabilidade celular
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2 Resultados dos extratos de fluido de cultivo de fungos endofiticos e de fungos extraidos

do solo da regido centro-oeste do cerrado

APENDICE 19 - Citotoxicidade na concentracdo de 100pg/mL dos extratos dos fluidos de
cultivos dos fungos.

Fungos - LNCaP W 2in Fungos - PC3
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A viabilidade celular foi calculada de acordo com o controle PBS (solvente dos extratos aquosos) e
DMSO/Etanol 2:3 (solvente do extratos etanolicos e hexanicos); Os experimentos foram realizados em triplicata;
* Valor de P<0,05 calculado através do Prisma 5.0 utilizando analise de variancia One-Way Anova com poés-

teste de Turkey.
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APENDICE 20 - Curva dose-resposta do extrato da Phaecilomyces lilacinus que néo

apresentou resposta dose dependente em linhagem de adenocarcinoma de préstata andrégeno
sensivel LNCaP.
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