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RESUMO

FILARDI, Marcelo Augusto, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2014. Extrato foliar de Anonaceas: citotoxicidade, fluxo de ions e
marcadores tumorais em células hepatocarcinogénicas. Orientadora:
Tania Toledo de Oliveira. Coorientadores: Leandro Licursi de Oliveira,
Marcia Rogéria de Almeida Lamégo e Virginia Ramos Pizziolo.

O carcinoma hepatocelular € o mais frequente cancer primario do figado e ja
se tornou a quinta neoplasia mais comum no mundo e a segunda causa de
obitos relatados por cancer. Estima-se que 2/3 das neoplasias humanas
poderiam ser prevenidos pela modificagdo do estilo de vida, incluindo a
dieta. Estudos farmacoldgicos intensificaram-se nos ultimos anos com
plantas da familia Annonaceae, cujo interesse cientifico esta nas
acetogeninas, uma classe de compostos derivados de acidos graxos com
forte atividade antitumoral. Os experimentos foram conduzidos no
Laboratério de Infectologia Molecular Animal, do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular, na Universidade Federal de Vigosa, para
avaliar in vitro as propriedades antitumorais de extratos foliares de 11
Anonaceas (9 espécies de 4 géneros). Para isso, células tumorais hepaticas
humanas da linhagem HepG2 (ATcCc HB-80o65™) foram expostas a trés
concentragcdes dos extratos foliares de Anonaceas e do quimioterapico 5-
Fluoruracil (5-FLU), em trés periodos de tempo (24, 48 e 72 h), com analise
espectrofotométrica da viabilidade celular pela metodologia do corante
vermelho neutro. Foram conduzidos ensaios para avaliar o efeito dos
extratos vegetais e do quimioterapico sobre o fluxo quimico celular no meio

de cultura durante os cultivos através da analise por Espectrometria de

Vi



Emissado Atbmica de diferentes especies quimicas, e sobre 0 metabolismo e
integridade celular, através da analise de marcadores tumorais e
intermediarios metabdlicos. Todos os ensaios induziram a morte celular, com
resultados distintos entre plantas da mesma espécie, com até 100% de
citotoxicidade, sendo que nove Anonaceas exibiram efeito citotdxico com até
1/8 da concentragao daquela utilizada para o quimioterapico 5-FLU. Nenhum
dos ensaios com extratos foliares exibiu retomada da proliferagdo celular
apoés 48 ou 72 h, o que foi verificado para os cultivos com o quimioterapico,
clara evidéncia de quimiorresisténcia tumoral. O mecanismo de morte celular
por apoptose foi confirmado através da citometria de fluxo para dois dos
extratos escolhidos, incluindo 5-FLU. Nao houve um padrdo no efeito dos
extratos sobre o fluxo de ions ou dos marcadores tumorais durante os
cultivos das células hepatocarcinogénicas, que se mostrou variavel dentro
da espécie ou entre elas, ou dentro de um mesmo género ou entre eles, com
interferéncia na absorgdo de alguns ions especialmente, Ca, Na, P, S e
deplecéo intracelular total de outros (Se, Zn) para alguns dos tratamentos.
Marcadores bioquimicos como aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e lactato desidrogenase (LDH) tiveram seus niveis
elevados para alguns dos extratos utilizados, incluindo 5-FLU, resultado
coincidente com a redugdo na absorgdo da glicose pelos hepatocitos

tumorais, indicios da alteragédo no metabolismo e integridade celular.

Vii



ABSTRACT

FILARDI, Marcelo Augusto, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July
2014. Leaf extract of Annonaceae: citotoxicity, ion flux and tumor
markers in hepatic carcinogenic cells. Adviser: Tania Toledo de
Oliveira. Co-advisers: Leandro Licursi de Oliveira, Marcia Rogéria de
Almeida Lamégo and Virginia Ramos Pizziolo.

The hepatocellular carcinoma is the most common primary liver cancer
and has become the fifth most common cancer worldwide and the second
leading cause of cancer deaths reported. It is estimated that two thirds of
human cancers could be prevented by changes in lifestyle, including diet.
Pharmacological studies have intensified in recent years with the
Annonaceae plant family, whose scientific interest is in the acetogenins, a
class of compounds derived from fatty acids with strong antitumor activity.
The experiments were conducted at the Laboratory of Molecular Animal
Infectious Diseases, Department of Biochemistry and Molecular Biology,
Federal University of Vicosa, to evaluate the in vitro antitumor properties
of leaf extracts of 11 annonaceae (9 species of 4 genera). For this,
human liver cancer cells HepG2 line (ATCC HB-8065™) were exposed to
three different concentrations of leaf extracts of Annonaceae and of the
chemotherapeutic 5-fluorouracil (5-flu) in three time periods (24, 48 and
72 h), with spectrophotometric analysis of cell viability by the neutral red

dye method. Assays were conducted to evaluate the effect of plant
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extracts and chemotherapeutic chemical flow cell on the culture medium
during the -cultivation by atomic emission spectrometry analysis of
different chemical species, and the cellular integrity and metabolism, by
analysis of tumor markers and metabolic intermediates. All assays
induced cell death, with results between different plants of the same
species, with up to 100% cytotoxicity, nine annonacea exhibited cytotoxic
effect up to one eighth of the concentration of that used for the
chemotherapeutic 5-flu. None of the trials with leaf extracts exhibited
recovery of cell proliferation after 48 or 72 h, which was observed in
cultures with chemotherapy, clear evidence of tumor chemoresistance.
The mechanism of cell death by apoptosis was confirmed by flow
cytometry for two extracts selected, including 5-flu. There was no pattern
in the effect of the extracts on the flow of ions or of tumor markers during
the cultivation of hepatic ocarcinogenic cells, which was variable within
species or between or within the same genus or between them, interfering
with the absorption of especially some ions, Ca, Na, P, S, and total
depletion of other intracellular (Se, Zn) for some treatments. Biochemical
markers such as aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT) and lactate dehydrogenase (LDH) had their
elevated levels for some of the extracts used, including 5-flu coincident
result with a reduction in glucose uptake by tumor hepatocytes, evidence

of changes in metabolism and cellular integrity.



1. INTRODUGAO

Responsavel por uma em cada oito mortes em todo o mundo, o
cancer causa mais mortes que tuberculose, AIDS e malaria combinadas,
ocupando o primeiro lugar em mortalidades em paises desenvolvidos e o
segundo lugar em paises em desenvolvimento (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2014). O cancer nao é totalmente conhecido, especialmente devido a
complexidade etiologica que o envolve. Os tratamentos sao desconfortaveis,
agressivos ao paciente, sendo importante entender o melhor momento de
intervencdo ao tipo de céncer e seu estagio, utilizando a modalidade
terapéutica apropriada. A qualidade de vida do paciente deve ser
considerada prioridade no tratamento oncoldgico.

Estudos epidemiologicos, clinicos e experimentais mostram que
muitos constituintes da dieta estdo associados a quimioprotecdo contra
diferentes tipos de cancer em érgdos como mama, proéstata, pulmao, célon,
estdbmago, figado e rim. E estimado que mais de dois tercos das neoplasias
humanas poderiam ser prevenidos pela modificacdo do estilo de vida,
incluindo a dieta. Um numero cada vez maior de componentes da dieta tem

sido reconhecido como agentes anticarcinogénicos (CANTWELL, 2012;
FORTMANN et. al., 2013; RAMANLINGUM, MAHOMOODALLY, 2014; RASHED, 2014).



O carcinoma hepatocelular (CHC) é o mais frequente cancer primario
do figado com mais de 5% de novos casos/ano dos canceres humanos, e a
incidéncia mundial vem aumentando devido ao crescimento dos casos de
hepatites (B e C) e das doencgas relacionadas a obesidade. A taxa de
sobrevida é baixa e nao ultrapassa os seis meses: apenas de 3-5%
registrada em paises desenvolvidos, o que exige urgentemente novas
pesquisas terapéuticas efetivas contra a doenca (PIMENTA et. al.,, 2010). Sua
incidéncia praticamente dobrou nos ultimos 20 anos e ja se tornou a quinta
neoplasia mais comum no mundo e a segunda causa de 6bitos relatados por
cancer, ultrapassada apenas pelo cancer de pulmao (AHMED et al, 2006; JAHAN
et. al., 2012; WHO, 2014).

O Brasil é considerado um pais de média prevaléncia, com 5-10
casos/100.000 habitantes/ano, com forte associagdo a cirrose hepatica em
70% dos casos de CHC, muito comum em pacientes portadores do virus da
hepatite B e C e alcoolistas (NCI, 2011a; ZHANG et. al., 2012a).

O céncer de figado é caracterizado com potencial altamente
agressivo. A quimioterapia sistémica ainda € a maior opgao de tratamento,
mas esta associada a uma eficiéncia variavel e efeitos adversos severos. A
cirurgia (resseccgao ou transplante), mesmo em recorréncia da doencga, € um
tratamento promissor (FUKS et. al., 2012), mas muitos pacientes em estagios
avancados podem submeter-se somente a tratamentos paliativos, sendo a
quimioembolizagao o tratamento mais efetivo (ZHANG et. al., 2012)

Estudos farmacolégicos voltados para o tratamento do cancer tém se
intensificado nos ultimos anos com plantas tropicais da familia Annonaceae.
Com mais de 2.300 espécies, o interesse cientifico esta na descoberta das
acetogeninas, uma classe de compostos encontrada apenas nesta familia de
plantas (LIAW et. al., 2010; RAMALINGUM, MAHOMOODALLY, 2014).

Estruturalmente, as acetogeninas sdo derivadas de acidos graxos
alifaticos de cadeias longas (Css-Cs7), apresentando grande variedade de
propriedades biolégicas, em especial sua citotoxicidade e propriedades
antitumorais. Sintéticas ou isoladas de Anonaceas, exibem propriedades
farmacoldgicas antitumorais que poderao ser promissoras contra neoplasias
quimioterapico-resistentes. Propriedades antineoplasicas ja foram descritas

in vivo e in vitro com efeitos atribuidos as acetogeninas, incluindo tumores



de figado, pulmao, rim, ovario, prostata, leucemia, ileocecal, nasofaringeal e
melanoma (MCLAUGHLIN, 2008).

Estudos realizados no Laboratério de Biofarmacos, da Universidade
Federal de Vigosa, confirmam a atividade antitumoral apoptética in vitro do
extrato da anonacea Trigynaea oblongifolia sobre células leucémicas (U932)
e adenocarcinoma colorretal (Colo-205). Outros estudos (a serem
publicados) confirmam o efeito antiproliferativo e citotoxico in vitro do extrato
de folhas de Annona muricata (graviola) sobre células hepatocarcinogénicas
HepG2 (ATCC HB-8065™), com um decréscimo na viabilidade celular de até
45% em 24 horas de cultivo, alcangando o maiores indices antiproliferativos
de até 96% apos 72 horas, na concentragdo de 8 mg/mL. O proximo passo é
investigar o efeito comparativo in vitro de outras diferentes espécies de
Anonaceas em células hepatocarcinogénicas HepG2, utilizando-se também
do farmaco quimioterapico comercial 5-Fluoruracil nos ensaios, avaliando
seus efeitos no metabolismo celular tumoral através da analise do fluxo
quimico em meios de cultivo e da liberagdo de marcadores tumorais in vitro,
além da confirmagao citométrica do efeito apoptético provocado pelos

extratos de Anonaceas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O cancer

Cancer ou neoplasia (neo, novo; plasia, crescimento) € um grupo de
doencas caracterizado por crescimento anarquico e erratico com expansao
anormal de células desordenadas formando uma massa celular ou um
neoplasma. E um distirbio do crescimento e comportamento celulares, em
que figuras mitéticas tipicamente mais abundantes apresentam alteragéo
arquitetonica local (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014). Tumores constituidos
de células malignas em tecidos epiteliais de qualquer origem embrionaria
(ectoderme, mesoderme, endoderme) s&o denominados carcinomas.
Quando toda a espessura de um epitélio perde a uniformidade celular
individual, sua orientacéo e arquitetura (displasia), a lesdo é considerada
pré-invasiva e tem-se um carcinoma in situ. Neste caso, exibem as
caracteristicas citologicas de malignidade sem infiltragdo da membrana
basal, um estagio anterior ao de um cancer invasivo. Em muitos 6rgaos
(mama, figado, pulmao, intestino) a maioria dos canceres sdo carcinomas.
Enquanto podem ter certas caracteristicas em comum, diferentes tipos de
neoplasias tém causas diferentes e podem apresentar respostas diferentes
aos tratamentos (KUMAR et. al., 2013; YAO et. al., 2011).



Células tumorais proliferam muito mais rapidamente que células
normais e ambas sdo afetadas pelos tratamentos anticancer, limitando sua
eficacia. O microambiente metabolicamente alterado resultante da
transformacado celular favorece a progressdao carcinogénica e a
quimiorresisténcia exigindo, por outro lado, um suprimento continuo de
energia e nutrientes canalizados para biossintese de lipidios e outras
macromoléculas para formacdo de novas células. A via dglicolitica € a
principal rota tumoral de obtengcdo de substratos anabdlicos e energia
(fornecendo 50-70% do ATP), mesmo em niveis fisiolégicos de oxigénio e
mitocdndrias intactas (“glicélise aerdbica” ou “efeito Warburg”) (WARBURG,
1956; ARCHETTI, 2014). Esse metabolismo tumoral reprogramado por
oncogenes (AKT, mTOR), alterado e adaptado a hipoxia, caracteristica de
tumores sélidos, favorece a carcinogénese por intensificar a absorgéo de
glicose (pela superexpressdo de genes codificantes dos transportadores
transmembrana de glicose, como o GLUT1) aumentando o fluxo de
carbono disponivel em desvios anabdlicos da glicélise, via das pentoses
fosfato e reagdes anapleréticas do ciclo de Krebs, favorecendo a sintese de
proteinas, acidos nucleicos e lipidios (Fig. 1). E intensa a reducdo de
piruvato a lactato [reagdo catalisada pela isoforma PK-M2 da enzima
piruvato quinase, presente somente em células tumorais e embrionarias],
que é exportado para o meio extracelular [mediado pela isoforma LDH-A da
lactato desidrogenase, superespressa em células transformadas]. Além
disso, um fluxo elevado de glutamina alimentando o ciclo de Krebs (via a—
cetoglutarato) suporta as reagdes anapleréticas e o anabolismo tumoral
mantendo a produ¢do mitocondrial de espécies reativas de oxigénio (efeito
intensificado ainda pela ‘glicodlise aerdbica’), vantagem seletiva ao
microcarcinossistema intra e intercelular para as células tumorais, mas nao

para as células normais (ARCHETTI, 2014; BINGHAM et. al., 2014; COSTA et. al.,
2014; ESCOTE, FAJAS, 2014, KEE, CHEONG, 2014; LU et. al., 2014).
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Figura 1 — Metabolismo celular tumoral. Glicose e glutamina sdo intensamente

transportadas pela membrana e entram nas vias catabdlicas através
da glicolise e ciclo de Krebs. Glicose é convertida em trioses, que
contribuem para biossintese de lipidios, através da acdo de enzimas
como a hexoquinase-2 (HK2), piruvato quinase M2 (PKM2) e lactato
desidrogenase A (LDHA). Piruvato desidrogenase quinase-1 (PDK1),
que € ativada pelo fator de hipoxia (HIF-1), inibe a conversado de
piruvato a acetil-CoA. Glutamina (que também contribui para sintese
de acidos nucleicos e glutationa) é convertida a glutamato pela enzima
glutaminase (GLS) para ser catabolisada a a—cetoglutarato e entrar no
ciclo de Krebs, onde esta presente a isocitrato desidrogenase (IDH).
Carbonos anabdlicos do ciclo de Krebs contribuem para a sintese de
aminoacidos, lipidios e acidos nucleicos (DANG et. al., 2011).

As publicagbes cientificas sobre a base molecular do cancer

ultrapassaram até mesmo o ritmo de crescimento dos tumores mais

malignos! Em mais de duas décadas de pesquisas, um “censo” genético

identificou cerca de 400 genes que codificam proteinas tumorais, implicados

na patogénese do cancer quando mutados, o que representa quase 2% dos

estimados 25.000 genes codificantes do genoma humano (FUTREAL et. al.,
2004; SANTARIUS et. al.; 2010).



Mutacdes nos genes que controlam a proliferacao celular ou apoptose
sao responsaveis pelo cancer e quando ativados sdo chamados oncogenes
e, se inativados, séo ditos supressores tumorais (KAUSELMANN et. al., 2012).
Oncongenes codificam oncoproteinas, alteragdes de suas versées normais,
envolvidos em vias de sinalizacdo que controlam a proliferacdo celular,
enquanto que genes surpressores atuam em pontos criticos da proliferagao
ou morte celular (AGARWAL et. al., 2012; MASGRAS et. al., 2012).

Em nivel molecular, a progressao tumoral resulta do acumulo de
lesdes genéticas que, em alguns casos, sao favorecidas por defeitos durante
o reparo do DNA resultante da expansao clonal de uma unica célula
transformada. Sdo comuns mutag¢des envolvendo um unico gene e alguns
poucos quilobases ou varios genes e inumeros megabases do DNA,
ocasionando regides amplificadas provocando a superexpressao de
determinados segmentos que levam a tumorigénese (FUTREAL et. al., 2004).

As células tém mecanismos bioquimicos elaborados para prevenir a
entrada prematura no ciclo celular, assegurando todo o suporte bioquimico
para a sintese de DNA e proteinas (Fig. 2). Ciclinas, quinases ciclino-
dependentes (CDKs), proteinas retinoblastomas (Rb) e fatores de
transcricdo (E2F) sdo reguladores da proliferacédo e coordenam a transi¢cao
de cada fase do ciclo. A via ciclina/cdk4-E2F1-pRb regula o metabolismo

“glicolitico aerdbico” tumoral mantendo o ‘efeito Warburg’ (AGARWAL et. al.,
2012; MASGRAS et. al., 2012; YAO et. al., 2012; ESCOTE, FAJAS, 2014).

2.2. O cancer no mundo

Responsavel por uma em cada oito mortes em todo o mundo, o
cancer causa mais mortes que AIDS, tuberculose e malaria combinadas,
ocupando o primeiro lugar das mortalidades em paises desenvolvidos e o
segundo lugar em paises em desenvolvimento (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2014; WHO, 2014). A taxa média de sobrevivéncia de todos os tipos de cancer
combinados, ap6s 5 anos da descoberta da doencga, é de 68% (NCI, 2010). A
Figura 3 apresenta uma projegdo das mortes provocadas por causas
diversas em paises desenvolvidos, paises emergentes (como o Brasil) e

paises pouco desenvolvidos.
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Figura 2 — Pontos regulatérios no ciclo celular em G1, S e G2. Multiplos
mecanismos previnem a passagem inapropriada da fase G1 para
S, onde ocorre a sintese de DNA. Um ponto central é a fosforilagéo
de membros da familia RB, como o P107 pelas enzimas quinase
ciclino-dependentes (CDKs). A fosforilagao libera e ativa o fator de
transcricdo E2F que controla transcrigdo de um numero de genes
requeridos para entrada da célula na fase S, cuja continuidade se
da por ciclinas adicionais que mantém o estado fosforilado de RB.
Estdo mostrados também outros pontos de checagem que podem
ser ativados em G2 ou M do ciclo celular em resposta a danos no
DNA (BERTRAM, 2001).
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Figura 3 — Mortes projetadas por causas diversas em paises desenvolvidos,
paises emergentes e paises poucos desenvolvidos (WHO, 2008).

Fatores de risco ambientais e comportamentais sao responsaveis por

35% das mortes por cancer: indice de massa corporal elevado, dieta pobre

em vegetais, sedentarismo, tabagismo, alcoolismo, sexo nao seguro,

poluigdo do ar nas cidades e em locais fechados, seringas injetaveis

contaminadas. Associados a causas infecciosas, alcangam 45% das mortes

por cancer em todo o mundo, sendo 63% das mortes por cancer de

estbmago sédo causados pela infecgdo com Helicobacter pilori e 73% das

mortes por cancer no figado s&o causados por infeccdo com virus da

hepatite (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014; NCI, 2011b; WHO, 2012).



No mundo, o cancer de pulmao é o mais fatal (19,4%), seguido pelo
cancer de figado (9,1%) e estdbmago (8,7%) (IARC, 2013; WHO, 2014). Nos
Estados Unidos, e em muitas outras partes do mundo, o cancer € o maior
problema de saude publica, onde uma em cada quatro mortes é devido ao
cancer, com diferengas no padrao de incidéncia entre homens e mulheres
(Fig. 4) (SIEGEL et. al., 2014).

310,010
Males Females

Lung & bronchus  28% Lung & bronchus 26%
Prostate  10% Breast 15%

Colorectum 8% Colorectum 9%

Pancreas 7% Pancreas 7%

Liver & intrahepatic bile duct 5% Ovary 5%
Leukemia 5% Leukemia 4%

Esophagus 4% Uterine corpus 3%

Urinary bladder 4% Non-Hodgkin lymphoma 3%
Non-Hodgkin lymphoma 3% Liver & intrahepatic bile duct 3%
Kidney & renal pelvis 3% Brain & other nervous system 2%
All Sites  100% All Sites 100%

Figura 4 — Mortes estimadas para 2014 dos dez tipos de neoplasias mais
incidentes nos EUA (SIEGEL, 2014).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, o impacto global do
cancer mais que dobrou nas ultimas décadas e podera ter um aumento de
50% até 2020, de 10 milhées de novos casos no ano 2000 para 15 milhdes
em 2020, sendo que 2/3 das mortes ocorrerao principalmente em paises de
médio e baixo desenvolvimento. A projecao para 2030 é que as neoplasias
ocupem o 3° lugar, ficando atras das doencgas cardiovasculares e desordens
fisiologicas, como as do sistema digestorio, respiratério, genito-urinario e
neuro-endécrino (IARC, 2009), com 13,2 milhées de mortes, em consequéncia
do crescimento e envelhecimento da populagdo (INCA, 2014). Até 2050,

espera-se que o numero de pacientes diagnosticados anualmente com
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cancer cres¢ga mais que o dobro, com projecao nos custos de tratamento
superior a U$ 80 bilhdes apenas na préxima década (LI et. al., 2011).

A Tabela 1 lista as dezoito maiores causas de morte no mundo para
homens e mulheres e sua projecdo mundial para 2030, com mudanga na
posicdo do ranking em 2002 e 2030. Infeccbes nas vias respiratorias
inferiores, condigdes perinatais, doengas da diarreia, malaria e sarampo
apresentam projecdo ao declinio substancial até 2030. Por outro lado,
diabete melitos, canceres de figado, estdbmago, colorretal e pulm&o tém
projecéo para subir trés ou mais posi¢des no ranking (MATHERS, LONCAR,
2006).

Tabela 1 — Mudanca de posi¢cao no ranque das maiores causas de morte no
mundo, entre 2002 e 2030 (MATHERS, LONCAR, 2006).

DOENGA OU INJURIA RANQUE RANQUE MUDANGA NO

2002 2030 RANQUE

Doencas Isquémicas do Coracao 1 1 0

Doencas Cerebro-Vasculares 2 2 0

Infecgdes Respiratdrias Inferiores 3 5 12
AIDS 4 3 ™

Doenca Obstrutiva Pulmonar Crénica 5 4 ™

Condigdes Perinatais 6 9 13
Doencas da Diarreia 7 16 19
Tuberculose 8 23 115
Cancer de Traqueia, Bronquio e Pulmao 9 6 13
Acidentes Automobilisticos 10 12
Diabete Melitos 11 7 14
Malaria 12 22 110
Doencas Cardiacas Hipertensivas 13 11 12
Injurias auto-Imunes 14 12 12
Cancer de Estébmago 15 10 15
Nefrites e Nefrose 17 13 14
Canceres de célon e reto 18 15 14
Canceres hepaticos 19 14 15
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2.3. O cancer no Brasil

No Brasil, o cancer é a segunda causa de morte, com destaques para
as doencgas cardiovasculares que ocupam o 1° lugar e as doencgas
respiratorias, o 3° lugar (Fig. 5) (BRASIL, 2011; WHO, 2011a). Segundo
estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2014) para o ano de 2015,
surgirdo mais de 576 mil casos novos de cancer sendo que, em homens, 0s
tipos mais incidentes sao préstata, pulmao, colon/reto; o figado ocupa a
oitava posicado; nas mulheres, mama, utero e colon e reto sdo as neoplasias
mais frequentes entre as 10 mais incidentes (Fig. 6), acompanhando o

mesmo perfil da magnitude observada para a América Latina.
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Figura 5 — Mortalidade (6bitos/100.000) pelas principais doencas crénicas
nao transmissiveis no Brasil, entre 1991 e 2009. Fonte: Secretaria
de Vigilancia em Saude / Ministério da Saude (BRASIL, 2011).
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N° de Casos
60.000 —
FEMININO

50.000 — . MASCULINO
40.000 —
30.000 —
20.000 —
10.000 — I I I
. I . B =

Mama Prostata Traqueia, Colon Estomago  Colo Cavidade Es6fago Leucemia Pele
Feminina Brénquio e Reto do Utero Oral Melanoma
e Pulmao

Figura 6 — Tipos de cancer mais incidentes, exceto pele ndo melanoma, na
populacéo brasileira. Fonte: Instituto Nacional de
Cancer/Ministério da Saude (INCA, 2009).

A distribuicdo dos novos casos de cancer segundo localizagao
primaria mostra-se heterogénea entre Estados e capitais do pais, o que fica
em evidéncia ao se observar a representacdo espacial das diferentes taxas
brutas de incidéncia (Fig. 7). As regides Sul e Sudeste, de maneira geral,
apresentam as maiores taxas, enquanto que as regides Norte e Nordeste
mostram as menores taxas; a regiao Centro-Oeste apresentam um padrao
intermediario (INCA, 2011).
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. 327,47 -533,92

211,87 - 327,46 E{ﬁgi 206,37 - 292,39
154,76 - 211,86 139,89 - 206,36
101,53 - 154,75 84,30- 139,88

Figura 7 — Representagdo espacial das taxas brutas de incidéncia por
100 mil homens e 100 mil mulheres, segundo a Unidade da
Federagao Brasileira (todas as neoplasias malignas, exceto as de
pele ndo melanoma). Fonte: Instituto Nacional de Cancer e
Ministério da Saude (INCA, 2014).

2.4. O carcinoma hepatocelular

O carcinoma hepatocelular (CHC) é um céancer primario que comecga
nos hepatocitos e € o tumor solido mais comum no mundo, representando
mais de 90% das neoplasias primarias hepaticas, com mais de 1.000.000 de
mortes por ano em todo o0 mundo e com duragdo média de vida de 7 a 8
meses apos diagndstico (SUBRAMANIAM et. al., 2013). Tumores malignos do
figado (Tabela 2), primarios ou secundarios (metastasicos) sdo, na maioria,
assintomaticos, sem alteragdes das fungdes hepaticas (AHMED et al, 2006).
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Tabela 2 — Classificagdo dos tumores malignos do figado; (*) indica a

porcentagem de tumores primarios, excluindo as metastases
(AHMED et al, 2006)

PRIMARIO SECUNDARIO (METASTASICOS)
e TUMORES EPITELIAIS e TUMORES GASTROINTESTINAIS
Hepatocelular - Colorretal
- Hepatoblastoma (7%)* - Pancreas
- Carcinoma Hepatocelular (75%)* - Estomago
- Colangiocelular (6%) - Esofago
- Colangiocarcinoma - Carcinoide
- Cistadenocarcinoma

e TUMORES NAO GASTROINTESTINAIS
e TUMORES MESENQUIMAIS

) - Bronquios
Tumores de Vasos Sanguineos -Mama
- Angiosarcoma P
. . - Ovario
- Hemangioendotelioma
- Melanoma
Outros Tumores .
. - Linfoma
- Sarcoma embrional
- Renal

- Fibrosarcoma

e TUMORES DO TECIDO MUSCULAR
- Leiomiosarcoma
- Rabdomiosarcoma

e MISTOS
- Carcinosarcoma
- Teratoma
- Tumor do Saco Vitelinico
- Carcinoide
- Carcinoma Escamoso
- Linfoma Primario

2.4.1. Incidéncia e fatores de risco do Carcinoma Hepatocelular (CHC)

CHC é o quinto cancer mais comum no mundo e a segunda causa de
morte (9,1% do total), ultrapassado apenas pelo cancer de pulméo (19,4%)
(IARC, 2013; WHO, 2014). A taxa de incidéncia é cerca de 10 casos por 100 mil
(América do Norte e Europa Ocidental) a 50-150/100 mil (Africa e Asia). Nos
paises em desenvolvimento, os registros de CHC sdo de 2 a 3 vezes
maiores que em paises desenvolvidos (EL-SERAG, 2012; FORNER et. al., 2012;
IARC, 2013; INCA, 2014; SHLOMAI et. al., 2014).
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As estatisticas do CHC elevam-se quando ha associacdo da diabete
tipo Il e virus da hepatite B (KO et. al., 2012), obesidade (EL-SERAG, 2014,
FARREL, 2014; PORT et. al., 2014), dieta rica em carnes vermelhas e gorduras
(FREEDMAN et. al., 2010; EL-BAHRAWY et. al., 2014) ou laticinios (SALLES et. al.,
2014). A infecgao crénica pelo virus da hepatite B e C (BAUMERT et. al., 2014) é
0 mais importante fator de risco (ALEKSANDROVA et. al., 2014; BRUIX et. al., 2014;
HUANG, HOLLINGER, 2014; SHLOMAI et. al., 2014; WHO, 2012) e terapias anti-virais,
como a vacinacgao, resultam em um substancial declinio da doenca (SINGH et.
al., 2014). Os portadores da hepatite B apresentam de 20 a 100 vezes mais
chance de desenvolver CHC, agravado pelos seguintes fatores: duragcao da
infecgao, idade, sexo masculino, coinfecgdo com outros virus hepatotropicos
(C ou D), alcoolismo, fumo, aflatoxina, inflamagédo hepatica crénica com
fibrose, hemocromatose, esteatose e diabete (ALEKSANDROVA et. al., 2014;
SINGH et. al., 2014; TURATI et. al., 2014; VANNI, BUGIANESI, 2014; VANNI et. al., 2014).

Os agentes hepatovirais B e C exibem estreitas ligagbes com genes
reguladores do estresse oxidativo, vias angiogénicas (EL-SERAG, 2012; JAHAN
et. al., 2012; SHLOMAI et. al., 2014) e mutagdes genéticas tumorais supressoras
que provocam, particularmente, nos genes p53 e na proteina-quinase
retinoblastoma (pRB), exercendo esses efeitos oncogénicos de modo
progressivo, desde a lesdo hepatocelular direta inicial, passando pela
inflamacéao, mitoses proliferativas e a malignizacao final (ARZUMANYAN et. al.,
2013; SHLOMAI et. al., 2014; SINGH et. al., 2014).

O CHC é um tipo de cancer que apresenta variagdes geograficas
importantes dependentes da exposicdo ao virus da hepatite (INCA, 2008;
SHLOMAI et. al., 2014). A incidéncia global de cancer hepatico, reportada em
100 mil pessoas, responde por 70-85% dos casos de cancer (Fig. 8). A
incidéncia vem aumentando nos ultimos anos em areas historicamente com
baixas taxas, como Oceania, Europa Central e América do Norte, atribuido a
elevacdo das infecgbes por hepatite C, uso de drogas injetaveis e a
obesidade. Por outro lado, taxas do cancer hepatico vém declinando em
areas historicamente de alto risco, como China e Singapura, devido a
reducdo nos casos de hepatite B através de campanhas sanitarias e
vacinagdo (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014; WHO, 2011; SIEGEL et. al., 2012;
VANNI, BUGIANESI; 2014).
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Figura 8 — Variagbes das taxas de mortalidade do carcinoma hepatocelular
em todo o mundo entre homems (grafico superior) e entre
mulheres (inferior), reportadas em 100 mil pessoas (WHO, 2011).
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Nas ultimas décadas, as taxas de incidéncia e mortalidade de CHC
tém aumentado em ambos os sexos de todos os grupos humanos (Fig. 9),
sendo duas vezes maiores em negros e afro-americanos que em brancos, e

duas vezes maior em hispanicos que em brancos (NCI, 2013; SIEGEL et. al.,
2012; WHO, 2011).
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Figura 9 — Mortalidade de cancer hepatico em diferentes grupos humanos,
entre os anos 1990 e 2010 (NCI, 2013).

O numero de casos praticamente dobrou nos ultimos 20 anos,
provavelmente relacionado ao aumento dos casos de hepatite (73% dos
Obitos), obesidade e diabete (EL-SERAG, 2012; JAHAN et. al., 2012; NCI, 2012;
SHLOMAI et. al., 2014; VANNI, BUGIANESI; 2014), principalmente se houver cirrose
associada (IELUZZI et. al., 2014). As taxas de incidéncia tém aumentado
especialmente em homens com idade entre 55 e 64 anos (Figura 10) (SIEGEL
et. al., 2014; WHO, 2012).

Mais de 80% dos casos de cancer de figado ocorrem na Asia e Africa,
associados as infecgdes pelo virus da hepatite B e C; em paises ocidentais,
a cirrose hepatica provocada pelo uso abusivo do alcool favorece o cancer

hepatico. Homens sdo duas vezes mais afetados que as mulheres, sendo a
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segunda causa de mortes por cancer entre homens e a sexta causa de
morte entre mulheres em todo o mundo, respondendo por 4% de todas as
neoplasias humanas (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011; EL-SERAG, 2014;
FORNER et. al., 2012; NCI, 2012). Nas ultimas duas décadas, o cancer hepatico,
em ambos 0s sexos, mostrou elevagao nas taxas anuais de incidéncia (3,6%
em homem; 3,0% em mulheres) e mortalidade (2,1% em homens; 1,3% em
mulheres) (NCI, 2012; SIEGEL et. al., 2012; WHO, 2011; 2012).
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Figura 10 — Taxas de incidéncia de cancer hepatico, por sexo e idade, nas
ultima década (WHO, 2012).

A Fig. 11 apresenta alguns fatores que favorecem o acometimento de
CHC e a Tabela 3 mostra as areas geograficas dominantes em relagdo ao
fator de risco. Em paises europeus, ha relagcdo entre CHC e ingestao
elevada de laticineos particularmente leite e queijo (SALLES et. al., 2014) e forte

associacdo com cirrose hepatica em mais de 80% dos casos de CHC
(ALEKSANDROVA et. al., 2014; [ELUZZI et. al., 2014; SHLOMAI et. al., 2014).
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Figura 11 — Fatores etiolégicos do carcinoma hepatocelular. Virus da
hepatite B (HBV) e C (HBC) sdo os fatores mais importantes,
agravados pelo alcoolismo (PIMENTA et. al., 2010).

Tabela 3 — Etiologia do carcinoma hepatocelular (NCI, 2012).

PRINCIPAIS AGENTES CAUSADORES AREA GEOGRAFICA PREDOMINANTE
Virus da Hepatite B Asia e Africa

Virus da Hepatite C Europa, Estados Unidos e Japao
Alcool Europa e Estados Unidos
Aflatoxina Oeste da Asia e Africa

No Brasil, o CHC néo esta incluido entre os dez tipos de cancer mais
comuns, provavelmente devido as subnotificacbes, mas € a sétima causa de
obitos, responsavel por 4% das mortes por cancer no pais, anualmente, e
esta associado a cirrose hepatica avancada em 71,2% dos casos com
incidéncia de 1:100.000 habitantes/ano e estima-se que ha cerca de 3.000

diagnosticos da doencga por ano (JAGER et. al., 2011; ZHANG et. al., 2012a).
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2.4.2. Manifestagoes clinicas do Carcinoma Hepatocelular

O cancer hepatico inicial ndo manifesta sintomas, embora ha
alteragdes em parametros fisioldgicos como a elevagao nos niveis séricos do
marcador hepatico especifico a—feto proteina (JOHNSON et. al, 2014), da
molécula de adesao epitelial E-caderina, aumento da atividade das enzimas
metabodlicas G6PDH (lipogénica) e aldolase (glicolitica) e reducédo dos niveis
de IGF-1 [insuline-like growth factor]. IGF-1 promove proliferagado celular,
migragdo e malignificacdo, tornando-se um importante marcador precoce
para diagnose do hepatocarcinoma, ja que a reducao da sintese de IGF-1
pode ser explicada pelas lesbes oxidativas de um quadro cirrético pré-
tumoral no parénquima hepatico (EL-ASHMAWY et. al., 2014; EL-BAHRAWY et. al.,
2014). Parametros bioquimicos (colesterol total, albumina, creatinina, acido
urico, transferrina, ferro, zinco, vitamina B12, dentre outros) também podem
contribuir para identificar pacientes com cirrose hepatica avangada, com ou
sem carcinoma hepatocelular, sendo que o metabolismo do ferro (niveis de
ferro e ferritina, hematécrito) e metabolismo lipidico (HDL, trigliceridios) sao
0s que mais podem ser alterados (PORT et. al., 2014). Em estagios mais
avancados da tumorigénese, os sinais e sintomas dos pacientes sao:
inchaco e dor abdominal na regido superior direita, anorexia, perda de
apetite/peso, nausea, vomito, olhos e pele amarelados, urina escurecida e
ascite. Alguns pacientes poderao evoluir para ruptura espontanea do tumor
seguida de choque hipovolémico (INCA, 2009; PIMENTA et. al., 2010; NCI, 2012;
WHO, 2012).

2.4.3. Tratamento do Carcinoma Hepatocelular

Os tratamentos para o CHC (Tabela 4) dependem da extensao da
doenca dentro e fora do figado, das condi¢des gerais do érgéo e o estado de
saude do paciente, e sao convencionalmente divididos em curativos, como a
resseccao/hepatotectomia, transplante de figado, radiofrequéncia e injegdes
etandlicas, ou paliativos, como a quimio/radioembolizagcdo (BRITTEN et. al.,
2012; BRUIX et. al., 2014; FORNER et. al., 2012). Drogas quimioterapicas incluem

moléculas citotdxicas ndo seletivas com fortes efeitos colaterais: sorafenib
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(CAMMA et. al., 2013), 5-fluoruracil (SHAABAN et. al, 2014; TAN et. al, 2014),
cisplastina, doxorrubicina, paclitaxel e mitomicina (SHAABAN et. al, 2014;
SUBRAMANIAM et. al., 2013),.

A taxa de sobrevivéncia é de apenas 14% apds cinco anos do
diagndstico; 39% dos pacientes sao diagnosticados nos estagios iniciais da
doenga, para os quais a taxa de sobrevivéncia chega a 27%, mas cai para
4% para aqueles diagnosticados tardiamente (WHO, 2012). Infelizmente, a
recorréncia de tumores pos-operatorios € comum, com taxa de sobrevida de
30 a 50% apds cinco anos (SONG et. al., 2004) ou até mesmo de 14% (WHO,
2011). Cerca de 20-30% dos pacientes podem ser tratados com cirurgia e a
maioria dos pacientes apresenta tumores nao ressectaveis, com média de

sobrevivéncia alcancando somente cinco a oito meses (INCA, 2009; LAINO,
2008).

Tabela 4 — Intervengdes terapéuticas para o tratamento de tumores malignos
do figado (FORNER et. al., 2012; RAOUL, 2008)

INTERVENCAO CIRURGICA DROGAS
- Resseccdo do Figado - Geneterapia
- Transplante de Figado - Imunoterapia

INTERVENCAO PERCUTANEA OU MINIMAMENTE INVASIVA ~ INTERVENCOES TRANSARTERIAIS

- Injecoes Etandlicas - Embolizacao
- Termo-ablagdo por Radiofrequéncia - Quimioperfusao
- Termo-ablagdo por Frio - Crioablagdo - Quimioembolizagdo

- Termo-ablagdo por Calor: Micro-ondas ou Laser

Carcinoma hepatocelular € uma malignidade altamente vascular,
associada a inumeros fatores angiogénicos como Fator de Crescimento
Endotelial Vascular (VEGF), receptores VEGF e B-Receptor de Fatores de
Crescimento Derivados de Plaquetas (PDGF). Drogas quimioterapicas como
sorafeniba (Nexavar) e sunitiniba (Sutent) (CAMMA et. al., 2013; NCI, 2012; WHO,

2012) ou anticorpos monoclonais (Bevacizumab) tém claros efeitos
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antiangiogénicos (BRITTEN et. al., 2012). Aprovados ha dois anos pela FDA,
imatiniba (Gleeve) e cabozantiniba (Exelixis) s&o anti-angiogénicos
inibidores de enzimas tirosina-quinases, indicados a pacientes com tumores
gastrointestinais, incluindo canceres hepaticos, com forte reducdo de
recorréncia tumoral (VOGELZANG et. al., 2012).

Estagios iniciais do hepatocarcinoma geralmente podem ser tratados
com sucesso em pacientes com tecidos hepaticos saudaveis (Fig. 12); a
ressecg¢ao do carcinoma € uma primeira linha de tratamento e o transplante

em caso de recorréncia € uma opgao promissora (FUKS et. al., 2012; PIMENTA
et. al., 2010).
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Figura 12 — Probabilidade de sobrevivéncia de pacientes ndo tratados
acometidos com CHC de acordo com o estagio do tumor.
Estagio intermediario: tumores multinodulares assintomaticos,
com média de sobrevivéncia de 40 meses. Estagio avangado:
estagio sintomatico, invaséo vascular e expansao extra-hepatica;
média de sobrevivéncia de 4-5 meses (LLOVET et. al., 2003).

De acordo com os registros de transplantes no Brasil (ABTO, 2014), 0
figado ocupa a segunda posi¢cao nos procedimentos realizados (Fig. 13), e a
terceira posicdo no sistema de Lista Unica de espera de 6rgdos para
transplantes sendo que, pela primeira vez, houve redugao (5,7%) no numero
de transplantes em 2014. O carcinoma hepatocelular ocupa a segunda
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causa (8%) em indicacdo dos transplantes de figado no Brasil, depois da

insuficiéncia hepatica cirrética causada por infecgdo com o virus da hepatite

C (69%), como pode ser observado na Fig. 14 (ABTO, 2007).
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Figura 13 — Evolugdo anual dos transplantes de érgaos no Brasil, em
numero absoluto, de acordo com o Registro Brasileiro de
Transplante (ABTO, 2011).
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Figura 14 — Causas mais comuns das indicagdes de transplantes de figado
no Brasil, de acordo com a Associacao Brasileira de Transplante

de Orgao (ABTO, 2007).
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2.4.4. Vias oncogénicas da hepatocarcinogénese

A hepatocarcinogénese envolve multiplos oncogenes, fatores de
crescimento e supressores tumorais. As vias oncongénicas comumente
alteradas por mutagbes somaticas ou delegbes homozigdticas s&o: via
Wnt/B-catenina, p53, via de sinalizagao fosfatidil-inositol 3-quinase
(PI3K/Ras), remodelagdo da cromatina (BRUIX et. al.,, 2014; MA et. al., 2014;
WANDS, KIM, 2014). Aneuploidias sdo eventos frequentes em
hepatocarcinomas para loci cromossoémicos 1p, 4q, 6q, 7p, 8p-q, 9p, 10q,
13q, 16p-q e 17p, ou delegcdes de p73, p53, Rb, APC, DLC-1; p16, GSTP1,
PTEN, IGF-2, BRCA2, SOCS-1, Smad2-4, B-catenina, c-myc, gankirina e
cicina D1 e amplificagbes cromossémicas em 1q, 8q, 6p e 17q,
superexpressao de ciclina D1 em 11913 e do oncogene c-myc em 1q, 6p e
17q (JAGER et. al., 2011; FORNER et. al., 2012).

As vias de ativagdo oncogénica ocorrem geralmente em estagios
tardios da hepatocarcinogénese como uma consequéncia da instabilidade
cromossOmica induzida pela reducédo dos telédmeros e disfuncdo dos pontos
de restricdo das vias Rb e p53. As Figuras 15 e 16 apresentam as vias mais
comuns ativadas durante o desenvolvimento do CHC, e os principais pontos,
incluindo p53, Rb, p27 e fator de crescimento IGF-2R afetados em
carcinomas hepatocelulares, e vias embrionarias de desenvolvimento,
incluindo Akt, myc, B-catenina hedgehog e met (EL-SERAG e RUDOLPH, 2007).

O gene p53, provavelmente o alvo molecular mais comum envolvido
em varios canceres, € ativado em resposta a um dano no DNA,
interrompendo o ciclo ou induzindo a apoptose. Alteragées em p53 ocorrem
em até 60% dos tumores de CHC e ocorre principalmente por mutagcdes ou
delecgdes alélicas no cromossomo 17p13, onde esta localizado, podendo ser
causadas pelo virus da hepatite B (JAGER et. al., 2011; VINCENT et. al., 2011) ou

em mais de 50% dos casos de hepatocarcinomas induzidos pela aflatoxina
(JAGER et. al., 2011).
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Figura 15 — Alteragcdes mais frequentes nos pontos de restricdo do ciclo

celular e apoptose associados ao carcinoma hepatocelular. As
vias mais comuns sdo afetadas em 60-100% dos casos
incluindo as vias p53, Rb, p27 e transformacédo do fator de
crescimento BIGF2R. Os numeros em vermelho indicam
inativacdo e em azul, ativagao (EL-SERAG e RUDOLPH, 2007).
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Figura 16 — Alteragdes nas vias de desenvolvimento embrionario associadas

a hepatocarcinogénese. As vias mais comuns sao ativadas em
20-60% do CHC incluindo Akt, myc, B-catenina, hedgehog e met.
Mesmo n&o sendo um oncogene, a ativagdo da telomerase é
muito comum e um passo essencial para a imortalizagado das
células tumorais. Os numeros em vermelho indicam inativacéo e
em azul, ativagdo (EL-SERAG e RUDOLPH, 2007).
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A Figura 17 e a Tabela 5 apresentam as mudangas moleculares mais
comuns envolvendo reguladores do ciclo celular e de vias bioquimicas

durante a hepatocarcinogénese.

_— VESTR  rocoptor whT
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Transcricao NUCLEO

Figura 17 — Vias de sinalizagdo celular mais comuns envolvidas no
hepatocarcinoma celular. Abreviagdes: EGFR: epidermal
growth factor receptor; IGFR: insulin-like growth factor receptor;
PI3K: phosphatidylinositol-3 kinase; AKT(PKB): serine-threonin
kinase protein B; mTOR: mammalian target of rapamycin;
VEGFR: vascular endothelial growth factor receptor; FGFR:
fibrolast growth factor receptor; GRB2/SOS: growth factor
receptor-bound protein 2 / son of sevenless; PLC: Pleural
lavage cytology; PKC: protein kinase C; RAF-MEK-ERK:
extracellular signal-regulated kinases;  WNT: wingles-type;
APC-Axin: adenomatous polyposis coli;: GSK3p/B-catenin:
glycogen synthase kinase (WU, LI, 2012).
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Tabela 5 — Expressao de genes regulatérios e vias bioquimicas em Carcinoma Hepatocelular.

GENES/VIAS REGULACAO DURANTE A HEPATOCARCINOGENESE REFERENCIA
p53 Expressdo aumentada, principalmente em hepatocarcinomas associados a processos cirréticos, e especialmente em Bruix et. al., 2014.
estagios tardios da doenca. Tretiakova et. al., 2010.
Jager et. al., 2011.
Wnt/ Expressdo aumentada, principalmente em hepatocarcinomas associados a processos cirroticos. Ma et. al.,, 2014.
B-catenina Shlomai et. al., 2014.
Wands, Kim, 2014.
STAT3 Superexpressdo em mais de 50% dos casos de CHC, envolvida com crescimento e proliferacdo celular, metastase, | Subramaniam et. al., 2010.
angiogénese e imunossupressao.
Rb Expressdo aumentada, principalmente em hepatocarcinomas associados a processos cirroéticos. Tretiakova et. al., 2010.
Ciclina D1 Expressdo aumentada de Ciclina D1, principalmente em hepatocarcinomas com maior grau de diferenciacdo, associados a | Tretiakova et. al., 2010.
processos cirréticos ou ao virus da hepatite B e C. Jager et. al., 2011.
p21Waft/cpl | Expressdo aumentada, principalmente em hepatocarcinomas associados a processos nao cirréticos; expressao intensificada | Tretiakova et. al., 2010.
principalmente em nédulos tumorais aumentados (> 50 mm). Jager et. al., 2011.
p27Kipt Expressdo aumentada, principalmente em hepatocarcinomas associados a processos cirréticos. Tretiakova et. al., 2010.
pl6nk+ Expressdo intensificada principalmente em n6dulos tumorais aumentados (> 50 mm). Tretiakova et. al., 2010.
IGF-1R, 2R | Expressio intensificada inibindo apoptose celular tumoral; promoc¢io de metastase hepética e angiogénese. Zhang et. al,, 2012.
King et. al., 2012.
PKC/ Ativacdo de proteinas Quinase-C (PKC) pela via integrina, modulada pelos niveis de espécies reativas de oxigénio, Hu et. al,, 2011.
Integrina interferindo na fosforilagdo de enzimas da via ERK e migragdo metastasica de células hepatocarcinogénicas HepG2; {3- | Zhanget. al.,, 2012a.
integrina.
WT1 Intensificacdo da via WT1 favorece apoptose ({Bcl-2; lcaspase-3; TBak) com efeitos antihepatocarcinogénicas em células | Qinet.al, 2012.
HepG2.
LAPTMB Superexpressdo do gene Lysosomal Associated Protein Transmembrane beta desencadeia Tcilina D1, Tciclina E, Tp-Rb, Tc- | Zhou, 2012.
Myc, Ip-16, Ip21, Ip27, provocando desregulagio proliferativa e metastase.
Ciclina G1 / | Super-regulacido na expressdo da ciclina G1, TAp85 e lE-caderina, relacionando-se ao tamanho do tumor, a processos | Wen et.al., 2012.
P13-k/Akt | metastasicos e invasividade do hepatocarcinoma, recorréncia e menor espectativa de vida. Shlomai et. al., 2014.




Os efeitos patoldgicos do alcoolismo, dos virus da hepatite B e C
sobre o desenvolvimento do carcinoma hepatocelular provocam alteracdes
nos genes envolvidos na via Rb (p16™“? p15 ™4 RBI, CDK4 e cicina D1),
via p53 (p53, p"*RF e MDM2) e via Wnt/p-catenina. Em 100% dos casos
houve perda na expressdo Rb (metilagdo no promotor p16™%) e
superexpressao de ciclina D1; 48% dos pacientes exibiram mutagdes em

p53 (ou metilagdo no promotor p'*ARF

) € em 95% dos casos foram
encontradas mutagdes de B-catenina (ARZUMANYAN et. al., 2013; WANDS, KIM,

2014).
2.5. A Quimica do Cancer

Metalébmica é uma area cientifica integrante da protedémica funcional,
da gendmica estrutural e da metaboldbmica, com foco nos mecanismos
moleculares dependentes de biometais.

Diferentes ions exercem papel crucial na carcinogénese, apoptose,

metastase e angiogénese (AHIDOUCH, AHIDOUCH, 2013; ARIGONY et. al., 2013;
BORTNER, CIDLOWSK, 2014; LANG, STOURNARAS, 2014; PARDO, STUHMER, 2014;
PREVARSKAYA et. al., 2010; YANG, BRACKENBURY, 2013) envolvendo modulagdo

de canais ibnicos anti- e pré-apoptoéticos (Fig. 18) (HOFFMAN, LAMBERT, 2014)
e organelas-chave como mitocéndrias, reticulo endoplasmatico,
endossomos, nucleo, lisossomos (LEANZA et. al., 2013; PREVARSKAYA et. al.,
2014). O fluxo de ions define o potencial das membranas celulares e
organelas envolvidas em diversas vias bioquimicas de sinalizagao intra e
intercelular ativando respostas metabdlicas especificas ou eventos celulares
basicos, como manutencdo da homeostase, ciclo celular, estabilidade
genbmica, diferenciagdo e apoptose. Perda das condigcbes homeostaticas
pode provocar reacdes deletérias, como superproducao de espécies reativas
de oxigénio, disfungbes das organelas e danos a biomoléculas essenciais,
como o DNA (MARTINEZ et. al., 2014; PEDERSEN, STOCK, 2013).
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Figura 18. Transportadores de ions anti- (A) e pro-apoptéticos (B)
ligados @ membrana celular. 1,2. Canais de Ca®*: 3. Canais
de K'; 4. Canais CI; 5. Cotransportador 1Na*/2CI/1K™;
6. Trasportador de Na® dependendente de Taurina;
7.Na'/K" - ATPase; 8. Trocadores Na‘’/H"; 9. Canais de
cations induzidos por hipertonicidade; 10. Ca®* - ATPase
(HOFFMAN, LAMBERT, 2014).

Intensificam-se os estudos com metais compondo nanoparticulas
experimentais antitumorais (AHMED et. al., 2013; ALI et. al., 2014; ANITHA et. al.,
2014; HUANG et. al., 2014a; PATRA et. al., 2014; TAN et. al., 2014; WAHAB et. al., 2014;
ZENG et. al., 2014), mas pouco se sabe sobre os danos celulares genotoxicos
e apoptoéticos que podem desencadear. A toxicidade, neste caso, esta ligada
a dissolucdo do metal presente na estrutura das nanoparticulas ou sao
resultado da ac&o das nanoesferas per se?

Zinco é um elemento trago essencial na modulagao de sinais idnicos
em organelas a nivel intra e intercelular na regulagdo dos mecanismos de

reparo do DNA, proliferacdo celular e apoptose; é considerado um potente
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antioxidante atuando na expressdo de genes envovidos no processo, além
de ser cofator de mais de 1000 proteinas, dentre estas, mais de 100
enzimas, muitas envolvidas na sintese proteica, o supressor tumoral p53 e
Cu/Zn-superdxido desmutase (mais de 10% do proteoma contém Zn). Niveis
intracelulares de Zn estdo associados a estabilidade do DNA (cofator de
enzima de reparo DNA glicosilases) e integridade de membranas em células
hepaticas HepG2 quando expostas a agentes oxidantes (SHARIF et. al., 2012;
ZHENG et. al., 2013). Células HepG2 expostas nanoexperimentalmente a Zn
(> 20 yg/mL) exibiram toxicidade dose-tempo dependente, com redugéo
significativa da atividade mitocondrial e viabilidade celular, pela produgao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e dano oxidativo, com elevagao na
expressdo de genes apoptoticos (bax, p53, caspase-3) e supressao de
genes anti-apoptéticos (bcl-2), vias intrinsicas mitocondriais (AHMED et. al.,
2013; WAHAB et. al., 2014), Mapk-Jnk/p38 independente (SHARMA et. al., 2012).

Niquel € um dos mais potentes geradores de ERO (MARTINEZ et. al.,
2014). Células HepG2 exibem, para o Ni, uma concentracao efetiva EC50 =
304 uM (RUDZOK et. al., 2009).

Magnésio € o segundo cation mais abundante em células de
mamiferos, apds o potassio. E essencial na replicacdo do DNA (cofator da
DNA polimerase e ligases) e sintese de proteinas, muitas envolvidas no
reparo do DNA e migracdo cromossémica no ciclo celular (ARIGONY, 2013). E
um regulador chave na utilizagao intracelular de glicose pelos hepatocitos
modulando o transporte de glicose-6-P através do reticulo endoplasmatico,
sua hidrdlise e oxidagcdo via glicose-6-fosfatase e hexose-6-fosfato
desidrogenase em células HepG2, como via alternativa a glicélise e sintese
de glicogénio; regula, ainda, a concentragao intrarreticular de NADPH
favorecendo reagbes metabdlicas como sintese de acidos graxos e
colesterol (VOMA et. al., 2014). Mgz"-ADP/ATP modulam a atividade de canais
de CI' na membrana de mitocdndrias e do reticulo endoplasmatico de
hepatdcitos em condigdes de estresse metabdlico (ASHRAFPOUR et. al., 2012),
sendo que ions CI" sdo requeridos estequiometricamente para transporte de
Na"IMg2+ através da membrana plasmatica de hepatdcitos mantendo o

equilibrio eletroquimico destes ions no citoplasma, nucleo e mitocondrias
(CEFARATTI, ROMANI, 2011).

31



Calcio € um ion de sinalizagao celular universal, modula diversas vias
bioquimicas intra e intercelular, ativando diferentes enzimas como quinases
e fosfatases (Fig. 19). Muitas fungdes celulares hepaticas sao reguladas pelo
Ca?* citossdlico, incluindo mobilizacdo da glicose, secrecdo biliar, fisiologia
oxidativa mitocondrial, regeneracgao celular e expressdo genética (BARTLETT
et. al., 2014), além de ser essencial na proliferagdo celular (fase G1),
interferindo na desintegracdo nuclear, replicagdo do DNA (fase S) e
condensacgao da cromatina durante o ciclo celular (CAPIOD, 2013; MACHACA,
2011; PREVARSKAYA et al, 2010). A sinalizacdo mediada por Ca* ¢é
significativamente remodelada durante o cancer e € uma das maiores vias
responsaveis pela carcinogenicidade e vantagem adaptativa das células
malignas as condigbes microambientais do cancer (PREVARSKAYA et. al., 2014).

fons Ca** regulam a atividade de enzimas desidrogenases no ciclo de
Krebs (VORONINA et. al., 2014) e também atuam no estresse oxidativo celular
ao ativarem a sintese de substratos redutores (NADH) em hepatdcitos,
acelerando o transporte mitocondrial de elétrons (e produgdo de ATP
citosélico e mitocondrial) e, consequentemente, elevando a produgédo de
ERO, uma vantagem metabdlica tumoral em relagdo as células normais
(COSTA et. al., 2014). Assim, o controle no fluxo de Ca?* em células HepG2
atenua o efeito feedback positivo amplificante de ERO/Ca?", vantajoso para
a proliferagao celular tumoral (BARTLETT et. al., 2014; BINGHAM et. al., 2014; QIN
et. al., 2011). Efluxo de Ca?* mitocondrial ocorre via troca Na*/Ca®* e H*/ Ca**
ou por canais uniportes mitocondriais (MCU) e seu acumulo na matriz induz
a abertura prolongada de poros de transigéo interferindo no potencial da
membrana mitocondrial, provocando disfungbes celulares irreversiveis,
liberagdo de citocromo c (via poros de transicdo), ativacdo de caspases,
apoptose e necrose (AKL et. al., 2014; BARTLETT et. al., 2014; VORONINA et. al.,
2014). O bloqueio do influxo de Ca** (por alteragdo nos niveis de expressao
genética dos canais de Ca**, por exemplo) favorece mecanismos anti-

apoptoticos em células tumorais (CAPIOD, 2013; LANG, STOURNARAS, 2014;
PREVARSKAYA et. al., 2010; 2014).
Sinalizagdo intracelular por Ca?* originada do reticulo endoplasmatico

envolve Bcl-2 (familia de proteinas que regulam proliferagdo e morte celular)

e receptores inositol trifosfato (IP3), um dos principais canais de liberagéo de
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Ca?*, modulando a sinalizacdo, a proliferacdo celular e promovendo a
resisténcia a apoptose (AKL et. al., 2014; PREVARSKAYA et. al., 2014).

Fosforilagdo da proteina retinoblastoma (por ciclina D/cdk4 e ciclina
E/cdk2) é dependente de Ca®" extracelular e calmodulina, interferindo na

expressao de genes requeridos para progressao do ciclo celular (fase S)
(MACHACA, 2011).

Inflammation Insulin resistance
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Figura 19 — Papel do calcio no metabolismo hepatico da glicose em
condigbes fisiologicas (setas azuis) e patofisiologicas (setas
vermelhas). VP: vasopressina; NE: noradrenalina; NO: 6xido
nitrico; [Ca®*]c: calcio citosdlico; [Ca®*]m: calcio mitocondrial;
ROS: espécies reativas de oxigénio (VORONINA et. al., 2014).

Cadmio pode, em fungdo de sua concentracéo intracelular, interferir
na fosforilagdo oxidativa mitocondrial, induzir estresse e dano oxidativo,

desregulagédo de sinalizagao intracelular por Ca, danos ao DNA, disfuncoes

33



mitocondriais e apoptose. Células hepaticas expostas a doses elevadas de
Cd exibem apoptose independente da ativacido de caspases (NAIR et. al,
2013) por induzirem hipermetilagdo do DNA no promotor do gene caspase-8
(evento caracteristico em carcinoma hepatico), com perda na regulagao da
via apoptética, favorecendo a proliferagdo tumoral (WANG et. al., 2012). O
sistema NADPH-oxidase € a principal fonte de ERO em hepatdcitos HepG2
expostos a Cd e MAPK/STAT3 exibem efeito citoprotetor via Hsp70 ao
estresse oxidativo (SOUZA et. al.,, 2009). Cd exibe toxicidade em cultivos de
células HepG2 (RUDZOK et. al., 2009), podendo afetar a regulacdo na
expressao de diferentes familias de genes, resulando em 536 genes de vias
tumorais superregulados (de vias anti-estresse oxidativo) e 424 genes das
fungdes hepaticas alterados (FABBRI et. al., 2012). Nanoexperimentalmente,
células HepG2 expostas a Cd apresentaram estresse oxidativo e ativagao da
via apoptética mitocondrial apenas em concentragbes maiores que 8,9 uM, o
que nao foi observado para selénio, elemento essencial citotoxico apenas
em concentragdes intracelulares extremas (PENG et. al., 2013).

Potassio é essencial para o equilibrio osmotico celular; o fluxo de K,
muitas vezes associado & Na*/H*, Ca?* CI', contribui para regulacédo do pH
intracelular, interfere no potencial de membrana plasmatica durante o ciclo
celular e a progressdo tumoral (AHIDOUCH, AHIDOUCH, 2013; YANG,
BRACKENBURY, 2013). Superexpresséo de genes de canais de K*, elevando a
forca motriz do influxo de Ca?*', é necessario para hiperpolarizacdo
intracelular durante a progressdo do ciclo celular (Fig. 20) (AHIDOUCH,
AHIDOUCH, 2013; PARDO, STUHMER, 2014). A resisténcia a apoptose
apresentada por células tumorais pode ocorrer pela supressao no efluxo de
K" (AMICO et. al., 2013; BORTNER, CIDLOWSK, 2014; PEDERSEN, STOCK, 2013;
PREVARSKAYA et. al., 2010). A inibicdo de canais de potassio calcio-
dependentes pode reduzir a proliferacdo de células HepG2 (FREISE et. al.,
2013). Durante o ciclo celular, o bloqueio de canais de sodio K* durante a
fase G1 esta associado com a redugao na expressao de ciclinas (D, E),

21waf1/cip1. 27kip1
;P

fase G2/M exibe reducdo na expressdo de ciclina B1 e alteragdo na

CDKs (4, 2), superexpressao de CDKi (p ativacao pRb, e na

fosforilagdo de CDK1 (AHIDOUCH, AHIDOUCH, 2013).
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Figura 20 — Papel do potassio na progressao e proliferagdo durante o ciclo
celular. Durante a progressdo do ciclo celular, a membrana
plasmatica (PM) torna-se hiperpolarizada por ativacado de canais
Kv (Kv1.3, Eag1) na fase G1 e canais de Ca*/K" (KCa3.1) na
fase G1/S. Fatores de crescimento (IGF-1) ativam efetores, como
fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K), ERK1/2 (Extracellular signal-
Regulated Kinase), que aumentam expressdo e atividade de
canais de K’ induzindo a hiperpolarizagdo do potencial de
membrana (MP). A ativacao de fosfolipase C (PLCy) liberando
inositol-1,4,5 trifosfato (InsP3) e Ca** do reticulo endoplasmatico
(ER); influxo de Ca** extracelular ocorre através de canais ORAI-
1/ORA-3/TRPC1. A elevagdo citosdlica nos niveis de Ca?*
modula a atividade de fatores de transcricdo (TF), como FOS,
JUN, NAFAT, C-MYC, intervindo na expressao de ciclinas (D,E,A)
/ CDKs (4,2) e inativagdo das proteinas inibidoras CDK (p27<"",
p21*aMP!) " via MAPKinase-p38 pode ser utilizada na fase M
para regular a expressao de ciclina B1 por canais EAG2 ou
induzir a proliferagdo celular independentemente (p38 para
EAG1, ERK1/2; JNK para KCa3.1) (AHIDOUCH, AHIDOUCH, 2013).
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O enxofre € essencial na constituicdo de alguns aminoacidos. Muitos
compostos organicos volateis sulfurados sao liberados por células HepG2
em cultivo, como o dimetil sulfureto, etil-metil sulfureto, tiofeno 3-metil, dentre
outros, resultado do catabolismo de aminoacidos contendo S na estrutura
(MOCHALSKI et. al., 2013).

Cobre é um elemento traco nao disponibilizado na composicéo
comercial de meios de cultivo celular (DMEM; soro fetal bovino). Cofator de
varias enzimas, como a citocromo-c oxidase mitocondrial, em concentragdes
elevadas pode provocar danos ao DNA (ECsp = 161 uM) em cultivo de
células HepG2 (RUDZOK et. al., 2009). Envolvido na producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), células expostas a concentragbes elevadas de
Cu aumentam a expressdo de enzimas antioxidativas Zn/Cu-dependentes,
como a superoxido dismutase (ARIGONY et. al., 2013; LINDER, 2012; MARTINEZ et.
al., 2014), efeito também observado em cultivos de células HepG2, exibindo,
ainda producédo da enzima lactato desidrogenase (LDH) proporcional as
concentracdes de Cu no meio (ARNAL et. al., 2013).

Ferro, cujo principal érgdo de armazenamento é o figado (como
ferritina), € essencial na composicdo de varias proteinas e enzimas
(peroxidases, hemoglobina, ferredoxina, complexos mitocondriais I, Il, I,
helicases), na sintese de DNA/RNA, regulacdo na expressao de genes e
estabilidade gendmica, proliferacdo e diferenciagdo celular. Como o Cu,
participa de vias oxi-redutoras (cofator de peroxidases, como a catalase)
podendo ser citotoxico (>10 pymol/L) gerando ERO (—OH ou *OH) e provocar
dano oxidativo intracelular (ARIGONY, 2013, ARIGONY et al., 2013). E
transportado por proteinas transmembrana da familia ZIP, das quais também
participa da regulagdo na expressao genética, juntamente com outros ions
metalicos como Cd, Mn e Zn. Células HepG2 expressam Zip14 (BYRNE et. al.,
2013; NAM, KNUTSON, 2012).

Selénio é um elemento traco importante na integridade de
membranas, metabolismo energético e protecdo do DNA contra danos
oxidativos, por atuar na regulacdo do estado redox celular, compondo
estrutura de enzimas antioxidantes como glutationa peroxidase e redutase
tioredoxina (ARIGONY et. al., 2013).
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2.6. Plantas como fonte de agentes antitumorais

As ciéncias farmacéutica e nutricional estdo cada vez mais unidas nos
estudos do efeito sinérgico entre as terapias com medicamentos e a nutrigao
na luta contra varias doencas, incluindo o cancer (RAMALINGUM,
MAHOMOODALLY, 2014). Produtos naturais sao fontes importantes no
desenvolvimento de drogas antitumorais (Fig. 21), e correspondem a mais

de 60% dos medicamentos utilizados no tratamento do cancer (FERNANDO,
RUPASINGHE, 2013; GREENLEE, 2012; LI et al, 2013; RAMALINGUM,
MAHOMOODALLY, 2014).

Muitas substancias isoladas a partir de plantas frequentemente
podem nao ser eficientes drogas antitumorais, mas tornam-se protoétipos
para a producao sintética de novos compostos que efetivamente serao
utilizados como quimioterapicos. Moléculas isoladas de plantas e outros
organismos sdo importantes fontes para o desenvolvimento de agentes
ligantes que transportem moléculas citotoxicas diretamente ao sitio tumoral
especifico reduzindo efeitos colaterais em tecidos sadios. Com as
descobertas cada vez maiores de substancias reguladoras do ciclo celular,
as investigagdes de fontes naturais em potencial para o desenvolvimento de
novas drogas seletivas que agem sobre proteinas-chaves da proliferagéo
celular sdo cada vez mais intensas (KUMAR, 2012; TALIB, 2011).

As primeiras substancias quimicas isoladas de plantas usadas para
fins clinicos foram os alcaloides vimblastina e vincristina (Fig. 21), obtidos de
Catharanthus roseus (Apocynaceae), muito utilizados no tratamento do
cancer cujos analogos semi-sintéticos sdo representados pela vinorelbina e
vindesina, primariamente usados em combinagdo com outras drogas
quimioterapicas para o tratamento de uma variedade de neoplasias incluindo
leucemias, linfomas, sarcoma de Kaposi, canceres de testiculo, mama e

pulmao (CRAGG et al., 2009).
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Figura 21 — Agentes antitumorais derivados de plantas utilizados pela medicina
tradicional isoladas em varias partes do mundo. 1. Vimblastina
(Madagascar); 2. Vincristina (Madagascar); 3. Podofilotoxina (EUA);
4. Etoposide (semi-sintético); 5. Indirubins (China); 6. Flavopiridol
(China); 7. Rohitukina (india) (CRAGG et al., 2009).

A analise das fontes de drogas farmacolégicas desenvolvidas até
2008 lista mais de 1024 moléculas, naturais, semi-sintéticas ou sintéticas.
Considerando as categorias de patologias para as drogas quimicas
registradas pela FDA (Fig. 22) e classificadas como naturalmente derivadas
ou inspiradas em fontes naturais, 79% sao para o tratamento do céncer
(CRAGG et al., 2009; NEWMAN, CRAGG, 2009). Os estudos confirmam a
importancia da natureza, ndo somente como fonte de agentes com potencial
quimioterapéutico, mas também fonte de modelos quimicos que se tornam
base e inspiracdo para a semi-sintese ou sintese total de novas drogas
efetivas antitumorais. A descoberta cada vez maior de novos agentes a partir
das plantas para o tratamento do cancer pode ser atribuido, direta ou

indiretamente, ao histérico da medicina tradicional.
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Inimeros principios ativos com propriedades curativas obtidos de
diversas plantas tém sido base para o desenvolvimento de drogas de grande
interesse comercial, e sdo encontrados em plantas que contém grande
diversidade de constituintes quimicos como fendis, cumarinas, lignanas,
Oleos essenciais, monoterpenos, carotenoides, glicosideos, flavonoides,
acidos organicos, alcaloides e xantinas (COSTA et al., 2013; MOREIRA et al., 2013;
RAMALINGUM, MAHOMOODALLY, 2014).

SNI N
SN 12% 6%

NM

SI
13%

S
37%

Figura 22 — Compostos quimicos registrados pela FDA entre 1981 a 2008,
num total de 1020 drogas quimicas. N: produto natural sem
modificacdo; NM: produto natural com modificacédo; S: produto
totalmente sintético; Sl: produto sintético inibidor da molécula-
alvo de interesse, com inibicdo competitiva ao substrato do
produto natural; SN: produto sintético com o farmacéforo do
produto natural; SNI: produto sintético com o farmacoforo do
produto natural apresentando inibicdo competitiva com o
substrato do produto natural (CRAGG et al., 2009).
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O Brasil possui a maior diversidade vegetal do mundo e muitas
pesquisas estdo sendo direcionadas neste sentido, sendo que o maior
numero de plantas investigadas nas ultimas trés décadas concentra-se nos
biomas Caatinga (27,38%), Cerrado (25,0%) e Mata Atlantica (22,6%) com
isolamento de cerca de 30 moléculas com atividade antitumoral (MELO et. al.,
2011). Mais de 400 diferentes extratos preparados a partir das folhas, flores,
frutos, sementes ou ramos de 50 plantas do Cerrado brasileiro exibiram
potencial citotdxico contra linhagens de células tumorais do carcinoma do
colon humano, melanoma e cancer de cérebro (MESQUITA et. al., 2009). Um
levantamento farmacoldgico etnobotanico desde a década de 80 revela o
uso popular de mais de 80 espécies de plantas medicinais no combate ao
cancer, numero considerado muito baixo em relacdo a diversidade botanica
havendo, ainda, forte escassez no estudo do potencial antineoplasico de

Anonaceas no pais (MELO et al., 2011).

2.7. Annonaceae

Em numero de espécies, a familia Annonaceae destaca-se na ordem
Magnoliales, dentre as angiospermas mais primitivas, abrigando cerca de
135 géneros e 2.500 espécies distribuidas principalmente nas zonas
tropicais (AMINIMOGHADAMFAROUJ et. al., 2011, LI et. al., 2013a), com novas
espécies ainda sendo conhecidas e descritas (DEROIN, LOTTER, 2013;
JOHNSON et. al, 2013; LOPES et al., 2014; RODRIGUEZ et. al., 2014) ou
reclassificadas (COUVREUR, 2014) e novos fitoquimicos sendo descobertos

em todos os 6rgaos da planta (MOREIRA et al., 2013; SOUZA et. al., 2014).

2.7.1. Acetogeninas

As acetogeninas compdem um grupo de metabdlitos secundarios
exclusivo da familia Annonaceae, formado pela via bioquimica policetidica
do acetato e derivam-se de acidos graxos Css-C3; combinados com
unidades 2-propanol. A longa cadeia alifatica hidrocarbdénica (Fig. 23-IIl)
pode exibir fun¢gdes oxigenadas como hidroxilas, acetoxilas, cetonas,

epoxidos, tetrahidrofuranos e tetrahidropiranos, podendo estar presentes
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ligacbes duplas e ftriplas (Fig. 23-1). Ha também de um a trés anéis
tetrahidrofuranos (THF) 2,5-dissubstituidos no interior da molécula (Figura
23-11), além de um radical terminal 4-metil y-lactona a,p-insaturado, as vezes
rearranjado a cetolactona (Fig. 23-1V) (GUPTA et. al., 2011; LEITE, 2009; LIAW et. al.,
2010).

Figura 23 — Estrutura geral de Acetogeninas (BERMEJO, 2005; HU et. al., 2006).

Desde a descoberta da primeira acetogenina uvaricina (JOLAD et. al.,
1982), ja foram descritas mais de 500 outras moléculas. O interesse por
essas plantas e pelas acetogeninas vem crescendo principalmente pela
variada agao biolégica que apresentam e por serem candidatas promissoras
para uma geragao de drogas contra tumores quimioterapico-resistentes.
Podem ser isoladas de sementes, frutos, caules e folhas de Anonaceas e
muitas delas com suas estruturas quimicas ja estabelecidas (CHAVAN et. al.,
2014; CHEN et. al., 2012; CHEN et. al., 2012a,b; CONSOLACION et. al., 2012; LI et. al.,
2013; MOREIRA et al., 2013; PEDRO et. al., 2013a; SUN et. al., 2014).

De acordo com a posigcao das funcdes quimicas e estereoquimica que
apresentam (Fig. 24), as acetogeninas podem ser classificadas com base no
anel THF em compostos mono-tetrahidrofurano, bis-tetrahidrofurano
adjacente, bis-tetrahidrofurano ndo-adjacente, anel nao-tetrahidrofurano, tri-
tetrahidrofurano e acetogeninas né&o-classicas (tetrahidropiranos e
compostos tetrahidrofuranos anel-hidroxilados), seguidos pela
subclassificacdo de y-lactona, y-lactona substituida ou cetolactonas variantes

(BERMEJO et. al., 2005; CHAVAN et. al., 2014; GUPTA et. al., 2011; LIN et. al., 2014;
PEDRO et. al., 2013a).
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Figura 24 — Classificagdo de Acetogeninas Anonaceas com base no
sistema tetrahidrofurano (THF), tetrahidropirano (n&o

classicas), epoxi e y-lactona (ZAFRA-POLO et. al., 1996; ALALI et.
al., 1999).
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Anonaceas sao amplamente utilizadas na medicina popular, exibindo
acao conhecida contra diarreia, anti-bacteriana, anti-viral, anti-cancer,
infertilidade, espasmos musculares, disenteria, ulceras, febre, insbnia,
reumatismo, artrite, hipertensao, sifilis, palpitacao, hipertireoidismo, vermes,
escorbuto e gripe (BIBA et. al., 2014; CHAVAN et. al., 2014; LI et. al., 2013a;
RAMALINGUM, MAHOMOODALLY, 2014; SIVASANKAR!I et. al., 2014) e até analgésica
e anti-inflamatdria (SEANGPHAKDEE et. al., 2013; SINGH et. al., 2014a), controle da
diabete (FLORENCE et. al., 2014), contra malaria (ANOSA et. al., 2014; KANG et. al.,
2014), leishmaniose (SINGH et. al., 2014b) e insetos-praga (KRINSKI et. al., 2014;
RIBEIRO et. al., 2014) ou vetores, como o Aedes aegypti (COSTA et. al., 2014a).

Fitoquimicos de folhas, frutos, sementes, raizes e caule de
Annonaceae incluem compostos fendlicos e volateis, alcaloides, flavonoides,
triterpenoides, esteroides, saponinas, fitoesterdis, taninos, 6leos essenciais e
acetogeninas, dentre outros (BIBA et. al., 2014; COSTA et. al., 2013; CUEVAS et. al.,
2014; ESQUINCA et. al., 2014; FERRAZ et. al., 2013; FERRAZ et. al., 2014; LAGE et. al.,
2014; LI et. al., 2013; YAPI et. al., 2014; WOGUEN et. al., 2014). Devido a composigao
quimica constituinte, diferentes partes da planta podem apresentar

propriedades antitumorais distintas (LI et al., 2013; FILHO et al., 2014).

2.7.2. Bioatividade antitumoral de Acetogeninas

Tem sido demonstrada a agao antitumoral seletiva in vitro das

acetogeninas em diferentes linhagens tumorais (ASTIRIN et. al., 2013; BIBA et. al.,
2014; CHEN et. al., 2012a,b; CHAVAN et. al., 2014; LI et. al., 2013, PEDRO et. al., 2013;
PEDRO et. al., 2013a).

Inimeros estudos in vivo (GUPTA et. al,, 2011) demonstram efeitos
fortemente antineoplasicos das acetogeninas uvaricina, rolinona, asimicina e
bulatacina, com melhor tolerdncia ao tratamento, efeitos colaterais menos
intensos e menor toxicidade, com resultados muito superiores quando
comparados a quimioterapicos comerciais (Taxol, Cisplatina). Zeylenol, um
ciclohexano polioxigenado extraido de caules de Uvaria grandiflora tem-se
mostrado inibidor da proliferagao de células HepG2, por ativar a cascata pro-

apotoética de caspase-3 (SEANGPHAKDEE et. al. 2013).
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Extratos de Annona diversifolia administrados (10 mg/kg) por 25 dias
a modelos animais com implantes de células do cancer de mama humano,
exibiram reducao no tamanho e peso da neoplasia (LIAW et. al., 2010). Extratos
das sementes de A. squamosa exibem efeito pré-apoptético em células do
carcinoma de mama, leucemia e carcinoma de colon, por provocar perda de
Bcl-2, elevagdo na geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
reducdo dos niveis de glutationa reduzida (PARDHASARADHI et. al., 2005).
Extratos obtidos a partir da polpa de A. cherimola exibiram propriedades
fortemente antioxidantes, decréscimo acentuado na peroxidagao de lipidios
e efeito citoprotetor contra fortes agentes oxidantes (BARRECA et. al., 2011;
DANI et. al., 2010).

Estudos in vivo comprovam, através de analises bioquimicas e
histopatolégicas, o efeito hepatoprotetor de Annona crassifolia (DRAGANO et.
al., 2010; ROESLER, 2011), A. squamosa (RAJ et. al., 2009; SALEEN et. al., 2008),
principalmente se associada a silimarina, farmaco hepatoprotetor (UDUMAN
et. al., 2011), como verificado pelo aumento ou manutencéo da atividade das
enzimas antioxidantes hepaticas, redugdo do estresse oxidativo com
menores niveis de ERO, preservagao do conteudo de P450 e prevencao da
peroxidagao lipidica, aumento de equivalentes de glutationa, decréscimo na
atividade da catalase, redugcdo nos niveis de indicadores de
hepatotoxicidade como alfa-feto proteina, fosfatase alcalina, alanina e
aspartato transaminases, y-glutamil transpeptidase e bilirrubina em animais
hepatoinjuriados.

No Brasil, ha escassez em pesquisas do potencial antineoplasico das
Anonaceas, segundo levantamento cientifico etnobotanicofarmacolégico
realizado nas ultimas trés décadas, sendo as familias Euphorbiaceae e
Fabaceae as mais frequentemente citadas (MELO et. al., 2011).

A Tabela 6 apresenta a bioatividade antitumoral de algumas

acetogeninas com estrutura e fungéo ja descritas no meio cientifico.
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Tabela 6 — Bioatividade de algumas acetogeninas de Anonaceas em diferentes tipos de tumores.

ACETOGENINAS/
EXTRATO

ANONACEA

AcAo

TUMOR
(LINHAGEM CELULAR)

REFERENCIA

Extrato foliar

Annona muricata

T expressio p53 (pré-apoptética); | hsp70
(homeostase celular).

Linforma (Raji -CCL-86)

Astirin et. al., 2014.

Uvarigrandina A. squamosa Citotoxicidade in vitro e efeito anti- Pulmio (A549) Chen et. al,, 2011.
Bulatacina tumoral in vivo. Carcinoma Cervical (HeLa)
Esquamostatina Carcinoma de Mama (MCF-7) Chen et. al., 2012b.
Hepatocarcinoma (HepG2, SMMC-7721)
Adenocarcinoma gastrico (MKN-45)
Esquamosamida | A. glabra Forte atividade antioxidante (! ROS) e Hepatocarcinoma (HepG2) Qin et. al,, 2011.
antiproliferativa; inibicao da fosforilacao
de Akt e Rb; decréscimo na expressao de
ciclinas D1, E e CDK2; T expressio de
p27kip1,
Muricina A. muricata Citotoxicidade e atividade Cancer de Proésta (PC-3) Sun et. al., 2014.
antiproliferativa, com inibi¢do do ciclo
celular.
Anonacina A. muricata Bloqueio do ciclo celular em G0/G1; Carcinoma de Mama (MCF-7) Ko et. al,, 2011.
inducdo a apoptose; intesificacdo das vias
Asimina triloba p21Wafl p27Kipl; inibicdo na expressdo da
ciclina D1 e atividade de Bcl-2; decréscimo
na fosforilacdo de ERK1/2, JNK e STATt3.
Esquamocina A. glabra Citotoxicidade. Carcinoma de Pulmao (A549) Lateff et. al., 2009.
Anonina

Cdlon (HT29)
Carcinoma de Mama (MCF-7)
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Tabela 6 — Bioatividade de algumas acetogeninas de Anonaceas em diferentes tipos de tumores (continuacgao).

ACETOGEN]NAS/ . - TUMOR .
ANONACEA AcA0 REFERENCIA
EXTRATO (LINHAGEM CELULAR)
Anosquatina Annona squamosa Citotoxidade: | viabilidade celular. Carcinoma de Mama (MCF-7) Chen et. al.,, 2012a.
Anosquacina Carcinoma de Pulmio (A549)
Carcinoma Cerival (Hela)
Carcinoma Hepatico (HepG2, SMMC)
Cherimolina A. cherimdlia Inibicdo do complexo I mitocondrial. Hepatocarcinoma (HepG2) Pedro et. al,, 2013.
Motrilina _ ! Awm mitocondrial; | niveis de ATP.
Laherradurina T ROS/superoxidos.
o _ Efluxo de Ca2* mitocondrial.

Rolinianstatin | p1iinia mucosa 7 Atividade de caspase-9; Apoptose.
Ximarginatina | Xylopia emarginata | Inibicdo do transporte mitocondrial de elétrons _ Saizarbitoria et al., 2009.

em hepatdcitos.
Cherimolina A. diversifolia Antiproliferacdo celular dose-dependente in Carcinoma Cervical (HeLa) Guzman et. al., 2009.
Laherradurina vitro e in vivo, com ag¢do superior comparada ao | Adenocarcinoma colorretal

quimioterapico doxorrubicina. (SW-480)
Esquamocina Annona sp. Interrupgao do ciclo celular (G1); Glioblastoma (GBM-8401) Lee et. al,, 2011.

Apoptose por ativacdo de vias extrinsicas (T Hepatoma (Huh-7)

caspases -8) e intrinsicas (T caspases-9); Célon (SW-620)

Reducdo nos niveis de fosforilacdo da histona

H3 pela modulac¢ido de aurora B e pMSK1.
Extrato de A. muricata Antiproliferacdo: | via PI3/]/Akt | viabilidade. | Cancer pancreatico Torres et. al., 2012.
folhas (FG-357; CD18-HPAF)

| expressdo de Glutl-4; | exoquinase; | LDH
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Tabela 6 — Bioatividade de algumas acetogeninas de Anonaceas em diferentes tipos de tumores (continuacao).

ACETOGENINAS/ a - TUMOR a
ANONACEA ACAO ANTITUMORAL REFERENCIA
EXTRATO (LINHAGEM CELULAR)
Esquamostanina A | Annona squamosa | Citotoxicidade. Adenocarcinoma Célon (HCT) Yang et. al.,, 2009a.
Esquamostanina B Carcinoma de Pulmao (A549)
Carcinoma de Mama (MCF-7)
Adenocarcinoma Prdstata (PC-3)
Extrato do fruto | Annona cherimola | Antioxidante. Célon (HT29) e Linfoma (Raji) Elera et. al., 2011.

Desacetil
Uvaricina

Uvaria acuminata

Inibicdo da proliferacado celular;

T expressio de p53 e T receptores de
membrana TLR-4

Carcinoma Hepatico (HepG-2215)

Heet. al, 2011.

Extrato foliar

A. muricata

Apoptose.

Carcinoma Cerival (Hela)

Astirin et. al., 2013.

Extrato metano-
lico de folhas

Annona reticulata

Inibicao de caspase-6 e -9, citotoxicidade.

Hepatocarcinoma (HepG2)
Adenocarcinoma Célon (Caco-2)
Carcinoma Renal (HEK)

Mondal et. al., 2007.

Oleo essencial de
folhas

Xylopia frutescens

Efeito anti-tumoral in vitro e in vivo sem
efeitos toxicos in vivo.

Adenocarcinoma ovariano (Ovcar-8)
Carcinoma pulmonar (NCI-H358M)
Carcinoma prostata (PC-3M)

Ferraz et. al., 2013.

Anonacina
Glaucanetina

Asimina triloba

Inibicao das vias de sinalizacdo envolvendo
o Fator Induzido por Hipoxia (HIF-1) e
VEGF; antiangiogénese.

Inibicdo do complexo I mitocondrial.

Mama (T47D, MDA_MB-231)

Adenocarcinoma Proéstata
(PC-3, DU-145)

Coothankandaswamy
et.al, 2010.

Extrato foliar

Tryginae
oblongiforme

Antioxidante, citotoxidade; TLDH.

Adenocarcinoma Cdélon (Colo-205)
Leucemia (U-937)

Pompilho, 2011.




Extratos radiculares alcodlicos e aquosos de A. reticulata exibem
atividade antiproliferativa in vitro em células do cancer pulmonar, leucemia,
cancer cervical e adenocarcinoma mamario, reforgando o seu potencial
quimiopreventivo (SURESH et. al., 2011). Entretanto, NUNES et. al. (2011) relatam
nao haver interferéncia na viabilidade de células leucémicas quando se usa
extratos aquosos da polpa dos frutos de A. muricata, mas RIBEIRO et. al. (2010)
acreditam que os efeitos antineoplasicos desta espécie podem ser
explicados por sua atividade inibitéria das metaloproteinases-9, enzimas
implicadas na progressao tumoral, envolvidas com a migragao, invasividade,
metastases e angiogénese de muitas malignidades humanas.

Acetogeninas como  bulatacina, anonacina, isoanonacina,
muricatocina, anomutacina, anomuricina, goniotalamicina, anossenegalina,
esquamocina e motrilina apresentam efeitos antitumorais em diferentes
linhagens celulares (CHAMPY et al., 2009; LI et al., 2010), inclusive em ensaios in
vivo, exibindo até 78% de supressao de neoplasias hepaticas (LI et. al., 2010).
Bulatacina interfere ainda nos niveis citoplasmaticos de cAMP e cGMP em
células HepG2 (CHIU et. al., 2003), bloqueio na transferéncia de elétrons (e
reducdo da ubiquinona) no complexo | mitocondrial em células bovinas
(KAKUTANI et. al., 2010) € inibicao da sintese de DNA (CHIH et. al., 2001), eventos
com forte relacdo ao efeito citotdxico apoptatico.

Estudos envolvendo estrutura-atividade acetogénica apontam a
relagdo entre estereoquimica e potencial citotoxico (LIN et al., 2014). A
modificagdo estrutural e a sintese de analogos de diversas acetogeninas tém
sido empregadas com sucesso (CORTES 2014; et. al., FUJIOKA et. al., 2012; LIU et.
al., 2014; YADAV et. al., 2014) e modificacdes quimicas pontuais na estrutura das
acetogeninas naturais podem elevar sua acdo citotoxica seletiva sobre
varios tipos de tumores, como o cancer gastrico, prostata, leucemia, coélon,
mama e colorretal (AMINIMOGHADAMFAROUJ et. al., 2011; LIU et. al., 2014; SHI et.
al., 2014; SUN et. al., 2014; XIAO et. al., 2011), muitas vezes com minimos efeitos
sobre células normais, alcangando até mesmo niveis de agao muito
superiores se comparados a drogas comerciais utilizadas no tratamento de

canceres quimioterapico-resistentes.
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Um sintético obtido a partir de uma esquamosida de Annona glabra
apresenta forte efeito antiproliferativo em células hepatocarcinogénicas, com
minima citotoxicidade em células hepaticas normais; por interferir no fluxo
intracelular de calcio nas células tumorais, o sistema antioxidante glutationa
foi intensificado, resultando na reducao de espécies reativas de oxigénio
(ERO) nas células tumorais. ERO sdo constantemente produzidas e
eliminadas, mantendo a integridade mitocondrial, com niveis bem menores
em células normais, mas elevados em tumores, com vantagens proliferativas
ao desenvolvimento neoplasico. Além disso, a esquamosida sintética
bloqueou o ciclo celular, provocando a necrose, inibicao da fosforilagao de
Rb, forte supressdo da expressdao de CDK2 e ciclina E, proteinas
regulatorias que exercem papel essencial na progressao do ciclo celular em
GO0/G1 e fase S (PANDEY et. al., 2011, QIN et. al., 2011).

A seletividade de acetogeninas pode ser explicada por sua agao
sobre a NADH oxidase, enzima altamente ativa presente na membrana
plasmatica - fonte de ERO, vantagem metabdlica para células HepG2
(CUEVAS et. al., 2014; SOUZA et. al., 2009), bem como pelo seu efeito no aumento
da permeabilidade da membrana a glicose e a elevada demanda de ATP
eventos tipicos no crescimento neoplasico descontrolado, principalmente
aqueles  quimiorresistentes, dependentes  de bombas ibnicas
transmembranares (mediadas por proteinas-G). A agdo acetogénica
comprometeria a regenera¢éo do NAD" e as fosforilagdes na via glicolitica,
levando as células tumorais a apoptose. Essa caracteristica fornece
potencial para o tratamento de tumores multidrogas resistentes ou mesmo a
modificacdo quimica a partir destes compostos para o desenvolvimento de
novos quimioterapicos mais potentes com perspectivas para uma medicina
farmacologicamente seletiva e terapeuticamente ideal (LIAW et. al., 2010;
AMINIMOGHADAMFAROUJ et. al., 2011, QIN et. al., 2011).

A bioatividade acetogénica também tem se mostrado com forte
potencial inibidor do complexo | (mas ndo dos complexos Il e lll) da cadeia
respiratoria mitocondrial, ligando-se especialmente a subunidade hidrofébica
ND1 da enzima NADH:ubiquinona oxidoredutase, com alta especificidade
(Val144-Glu192) e competitivamente ao sitio da ubiquinona (KAKUTANI et. al.,
2010; LIN et. al., 2014; NAKANISH et. al., 2011). Ha forte deplecao de niveis de ATP
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tendo como alvo a enzima NADH:ubiquinona oxidoredutase das células
tumorais, resultando em processos apoptoticos (AMINIMOGHADAMFAROUJ et.
al., 2011, PEDRO et. al, 2013). Diferentes acetogeninas tém atividades
citotoxicas heterogéneas em seletividade e potencialidade sobre diferentes
linhagens celulares tumorais (PEDRO et. al., 2013a), pouco afetando células
nao neoplasicas. Por exemplo, xymarginatina, uma acetogenina presente em
Anonaceas do género Xylopia, exibe 1Csp 1720 M e rotenona, um forte
bloqueador da cadeia respiratéria mitocondrial, exibe 1Cs5y 34,5 nM
(SAIZARBITORIA et. al., 2009).

Estudos recentes associam doses elevadas de acetogeninas e
doencgas neurodegenerativas, como Parkinson (LIN et. al., 2014; YAMADA et. al.,

2014), nao, porém, reportados pelo site da Associacdo Brasil Parkinson

(<http:/lwww.parkinson.org.br/firefox/index.html>) ou pela National

Parkinson Foudation — Florida/USA (<http://lwww.parkinson.org>) em sua

publicagdo cientifica mais recente (NATIONAL PARKINSON FOUNDATION, 2014)
nem confirmado por contato pessoal com essas instituicdes via correio

eletrénico (recebido em 03 de Junho de 2014).
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3. OBJETIVOS

No presente trabalho, foi investigado o efeito citotdxico in vitro do
extrato de folhas de diferentes Anonaceas.
Para isso, os trabalhos experimentais foram desenvolvidos com os

seguintes objetivos especificos:

1. Determinar o efeito citotdéxico in vitro dos extratos foliares de 11
Anonaceas, em trés periodos de tempo (24, 48 e 72 h) e quatro
concentragbes sobre células hepatocarcinogénicas HepG2 (ATCC
HB-8065™).

2. Estabelecer ensaios comparativos in vitro entre os extratos
vegetais e um farmaco comercial atualmente utilizado no

tratamento do cancer hepatico (5-Fluoruracil).

3. Avaliar a dindmica quimica nos meios de cultivo (através da
analise espectrométrica) e o metabolismo celular pela
quantificacdo de marcadores tumorais das células expostas aos

tratamentos.

4. Analisar o efeito apoptdtico através da Citometria de Fluxo de dois
extratos que exibirem efeitos citotdxicos, incluindo o

quimioterapico 5-FLU.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes Gerais

Acido acético glacial, agua deionizada Milli-Q, amido seco, antibidticos
(estreptomicina, penicilina), corante vermelho neutro (Vetec Quimica Fina
Ltda), dimetil sulféxido (DMSO), etanol, maltodextrina, Meio de Cultura
Essencial Minimo (MEM-Gibco™), Soro Fetal Bovino (Cultilab), tripsina,
Tween® - 20 (Sigma), Kit Fitc-Anexina BD Pharmingen™. Isotiocianato de

fluoresceina (FITC), Anexia-C, iodeto de propidio.

4.2. Equipamentos

Espectrometro FAAS Optima 7300/DV PerkinElmer; Citdbmetro de Fluxo BD
FACS Verse; Analisador de Quimica Clinica e Turbidimetria InVitro
HumasStar 300; agitador de mesa Vertex Shaker® tipo VDRL modelo TS-
2000; capela de Fluxo Laminar Telstar BiollA (Terrasa); centrifuga
refrigerada Jouan BR4i Multifunction Auto-Lock® (St. Herblain); Estufa de
CO, Thermo Scientific HEPA Class 100 (EUA); leitor de microplacas
Synergy HT - Biotek (USA); balanca de precisdo Gehara® 200; microscopio
otico invertido Leica acoplado a PC monitor modelo DFC295 (Watzlar);
agitador Vortex Genie® 2-Si G560 (EUA); estufa de secagem.
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4.3. Linhagens celulares

As células hepatocarcinogénicas HepG2 (ATCC HB-8065™), isoladas de
um adolescente argentino em 1979, apresentam morfologia do parénquima
hepatico, além de manter a capacidade de sintetizar a maioria das proteinas
plasmaticas caracteristicas das células normais do figado humano, além de
marcadores tumorais (KNOWLES et. al., 1980; ATCC). A linhagem foi gentilmente
cedida pela Professora Dra. Danielle Palma de Oliveira da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Departamento de Analises Clinicas, Toxicologicas

e Bromatologicas, Universidade de S&do Paulo - Ribeirdo Preto.

4.4. Cultivo celular

- SOLUCOES:
. Tripsina:

Tripsina (10%) em PBS (pH 7), estéril (filtro 0,22 um), armazenada em

frasco estéril em geladeira.

. Meio de Cultura:

9,61 g de Meio Essencial Minimo (DMEM-Gibco), suplementado com 10%
v/v de soro fetal bovino; L-glutamina (2 mM); penicilina (100 Ul/mL), sulfato
de estreptomicina (100 pg/mL) e NaHCOs3, (2,2 g/L), pH 7,2, armazenado em

frasco esterilizado em geladeira.

As células hepatocarcinogénicas humanas foram mantidas sob cultivo
em meio DMEM suplementado e esterilizado (filtro 0,22 um) e incubadas em
estufa a 37 °C, sob atmosfera umidificada a 5% de CO,. Para isso foram
utilizados frascos de cultivo estéreis (25 cm? - 50 mL ou 75 cm? - 250 mL),
de poliestireno com tampa rosqueavel (Sarstedt), onde as células cresceram
aderidas em monocamada. O repique para subcultivos ocorreu a cada dois
ou trés dias, quando o crescimento celular apresentava confluéncia de 80-
90%. Todos os procedimentos com as células foram realizados em fluxo
laminar, com esterilizagdo prévia do ambiente de trabalho com alcool 70% e

radiacao ultravioleta por 30 minutos.
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4.5. Avaliagao da viabilidade celular pelo ensaio do Vermelho Neutro
(Neutral Red )

- SOLUCOES:
. Corante Vermelho Neutro (VN):

250 umol/mL de solugao estéril de VN, preparada a partir de 3 mg do
corante em 1 mL de agua destilada e esterilizada (filtro Millipore® 0,22 pm);

diluicdo posterior de 240 uL do corante em 9,76 ml de meio de cultura;

. Solugido de lise: 1% Acido Acético Glacial, 50% Etanol e 49% de agua

destilada (v/v).

O teste do vermelho neutro (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina
hidroclorido) baseia-se na capacidade das células viaveis de o incorporarem
em lisossomos (BORENFREUND, PUERNER, 1984). Nao toxico e de natureza
catibnica fraca, o corante VN atravessa passivamente as membranas. As
células vivas, com a utilizagdo continuada de ATP, mantém um gradiente de
pH entre o lisossomo (|pH) e o citoplasma, torna o VN protonado na matriz
acida da organela impedindo seu retorno passivo pela membrana lisossomal
de volta ao citosol. A perda do gradiente de pH lisossdmico, devido a danos
em membranas e organelas ou lise celular, resultara em uma nao retengéo
do corante. A integridade da membrana lisossomal esta estreitamente
relacionada com a viabilidade celular e a retengao diferencial do VN entre as
células viaveis (que incorporam o corante conferindo maior sinal de leitura
espectrofotométrico) e as células inviaveis, e fornecera uma medida
qualitativa e quantitativa da viabilidade celular (HARBELL et. al., 1997).

Apds 24 horas de cultivo das células, em sextuplicatas nas placas de
96 pogos, em procedimentos variaveis de acordo com os tratamentos, o
sobrenadante foi removido adicionando-se, a seguir, 100 pL de solugéo
estéril do corante VN (250 umol/mL). Apds cerca de 2 h de incubagdo em
estufa (37 °C) para incorporagdo do corante, o sobrenadante foi
cuidadosamente removido adicionado-se imediatamente 100 yL da solugao
de lise celular nos pogos (para extragdo do VN de dentro dos lisossomos). A

placa foi mantida em mesa de agitacdo (Vertex Shaker®) por 10 minutos e a
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leitura da absorvancia realizada em leitor de microplacas a 540 nm (BioTek,
Synergy-HT, EUA). Os resultados s&o expressos em porcentagem de

sobrevivéncia relativa ao grupo controle, de acordo com a seguinte equagéo:

DOay - Z DO+
% viabilidade = x 100
ZDOc- — Z DO+

Onde: DOan: densidade 6tica da amostra;
2 DOc¢.: média das leituras 6ticas do controle positivo;
2 DOc¢-: média das leituras 6ticas do controle negativo.

4.6. Extratos de folhas de Anonaceas

Para manter o sigilo cientifico, os dados botanicos e georreferenciais
das plantas utilizadas nesta pesquisa serdo resguardados (Tabela 7). As 11
Anonaceas (9 espécies de 4 géneros) originaram-se dos Estados de Minas
Gerais (4), Amazonas (2), Espirito Santo (1), Sao Paulo (1) e Goias (3). As
espécies do AM foram gentilmente cedidas pelo Prof. José Ferreira da Silva
e as de GO, pela Profa Michellia Pereira Soares. Todas foram oficialmente
identificadas pela especialista em Botanica Sistematica de Anonaceas,
Adriana Quintella Lobao, do Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do Rio
de Janeiro, em abril de 2012. Todos os espécimes foram herborizados e
suas exsicatas registradas em Herbario de Vigosa-MG (VIC-UFV) e Manaus-
AM (RUAM-UFAM), credenciados no Index Herbariorum.

Logo apds a coleta, as folhas das Anonaceas foram mantidas em
estufa de circulagédo de ar forgado (37 °C) até a estabilizagdo do peso. Os
extratos secos foram formulados pela Industria Farmacéutica Catedral Ltda,
Belo Horizonte — MG, obtidos a partir da percolagdo de 5 kg de folhas de
cada planta, submetidos a secagem por spray-dryer, incorporando 4 kg do
excipiente maltodextrina como agente dessecante, padronizados na
proporgao 5:1. O certificado de analise fisico-quimica e biolégica de todos os

extratos e o laudo microbiolégico foram fornecidos pela empresa.
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Todas as linhagens celulares foram submetidas inicialmente a quatro
concentracdes distintas dos extratos foliares, incluindo o quimioterapico 5-

Fluoruracil, sob trés periodos de tempo (24, 48 e 72 horas).

Tabela 7 — Origem e periodo de coleta das folhas das anonaceas utilizadas.

Anonaceas Origem Periodo de Coleta
a,f Universidade de Rio Verde — GO Fevereiro 2012
b Sao Paulo — SP Novembro 2011
c Barbacena - MG Novembro 2011
d, k Universidade Federal de Manaus - AM Janeiro 2013
e Capitao Enéas - MG Janeiro 2012
h, | Vigosa - MG Margo 2012
g Cachoeiro do Itapemirim - ES Novembro 2011

4.6.1. Preparo das solugoes com os extratos de Anonaceas

Solugdes estoques dos extratos foliares das Anonaceas e do
excipiente (maltodextrina) foram preparadas inicialmente na concentragao
maxima testada nos experimentos. O material vegetal foi totalmente
dissolvido em meio de cultivo (DMEM + 5% SFB), com agitagao (Vortex
Genie®) e posteriormente filtrado (filtro Millipore® 0,22 pm), sob capela de
fluxo laminar, em quantidade de meio suficiente para o numero de placas de
cultivo (96 pogos) utilizado.

Para ensaios-controle, as células foram expostas somente ao meio de
cultivo contendo o excipiente (maltodextrina) em dosagens equivalentes a

cada concentragdo de extratos vegetais.
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4.6.2. Avaliagao do efeito citotéxico dos extratos de Anonaceas

As células foram incubadas na densidade pré-definida (1 x 10*
células/pogo), em trés placas de 96 pocos, em 100 pL de meio de cultura
(DMEM + 5% SFB), em atmosfera umidificada a 37 °C e 5% CO,, por 24
horas. Apds esse periodo, o meio de cultura foi substituido por 100 pL de um
novo meio, em sextuplicata, contendo diferentes concentragdes finais dos
extratos, incluindo o quimioterapico 5-Fluoruracil (5-FLU); pogos controles
em sextuplicatas possuiam células cultivadas em Tween® 20 (controle
positivo), meio de cultura DMEM + 5% SFB (controle negativo) e o
excipiente do extrato (maltodextrina + meio de cultura + 5% SFB). Uma
placa foi utilizada em cada periodo de tempo (24, 48 e 72 horas) para os

ensaios de viabilidade celular como descrito no item 4.5.
4.7. Avaliagao espectrométrica do efeito quimico dos extratos

Para determinar o efeito dos tratamentos na dinamica quimica de
cultivo, as células HepG2 foram cultivadas em placas de 12 pogos
(10° células/poco), por 24 h. Apds esse periodo, o meio de cultivo foi
descartado e as células foram expostas, em triplicatas, a uma concentracéo
maior inibitéria e outra menor ndo inibitéria para todos os 11 extratos
foliares, incluindo o quimioterapico 5-FLU. Apds 48 h, entdo, o sobrenadante
foi coletado para determinagdo de Calcio, Cadmio, Cromo, Cobre, Ferro,
Magnésio, Manganés, Niquel, Fosforo, Chumbo, Zinco, Aluminio, Cobalto,
Molibidénio, Enxofre e Selénio, analises realizadas por Espectrometria de
Emissdo Atdmica (ICP-OES Optima 8300 - WinLab-32® Software ICP) no
Departamento de Solos - UFV.

4.8. Avaliagao dos marcadores celulares e tumorais

Para determinar o efeito dos tratamentos no metabolismo e
integridade celular, as células HepG2 foram cultivadas em placas de
12 pocos (10° células/pogo) por 24 h. Apds esse periodo, o meio de cultivo

foi descartado e as células foram expostas, em ftriplicatas, a uma
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concentragdo maior inibitéria e outra menor nao citotoxica para todos os 11
extratos foliares, incluindo o quimioterapico 5-FLU. Apds 48 h, entdo, o
sobrenadante (4 mL) foi coletado para determinacdo dos niveis de glicose,
proteinas totais, albumina, lactato desidrogenase (LDH), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), gama-Glutamil
transpeptidase (yGT), resultados obtidos através do Analisador de Quimica
Clinica e Turbidimetria In Vitro HumaStar 300, analises realizadas no

Laboratério Clinico do Departamento de Veterinaria — UFV.
4.9. Avaliagao do efeito apoptético dos extratos de Anonaceas

Para determinar o tipo de morte induzida, as células HepG2 foram
cultivadas em placas de 12 pocos (10° células/poco) e tratadas com dois dos
extratos que exibiram resultados anti-proliferativos, incluindo o
quimioterapico 5-FLU, em uma concentragcdo maior citotéxica e outra menor
nao inibitéria para cada ensaio. Apos 24 h e 48 h, entdo, as células foram
tripsinizadas, centrifugadas e lavadas em solugdo PBS. Na concentragdo
ajustada para 107 células/mL, foi realizado o teste Anexina V-FITC/lodeto de
Propidio para identificacdo de apoptose (anexina V*/PI’) e necrose (anexina
V*/PI") por citometria de fluxo (FACS BD Verse; FACS Suite Software), de
acordo com as instrugdes do fabricante (Kit BD Pharmingen™). Debris
celulares foram omitidos das analises em 20 mil eventos avaliados. As

analises foram realizadas no Nucleo de Microscopia e Microanalise - UFV.

4.10. Analise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando-se o software estatistico
GraphPad Prism, com as repeticdes (n = 5), desvios e tratamentos avaliados
pela andlise de variancia (ANOVA). As diferengas entre os tratamentos e o
controle, e entre os tratamentos, foram comparadas pelo teste de Tukey, e

consideradas estatisticamente significativas para p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Efeito do excipiente dos extratos sobre as células HepG2

Com o objetivo de avaliar o efeito celular do veiculo maltodextrina
contido na formulagcdo padronizada dos extratos foliares, foram realizados
cultivos paralelos somente com o excipiente, em concentragdes especificas
(1, 2,4 e 8 mg/mL), e os resultados estdo mostrados na Figura 26.

Observou-se que, em relagdo ao controle, ndo houve interferéncia
inibitéria no crescimento das células HepG2 pela maltodextrina em nenhuma
das concentragbes testadas nos periodos avaliados (24, 48 e 72 horas), o
que confirma seu efeito n&o citotoxico sobre as células, em relagdo ao
controle, destituido de maltodextrina (Fig. 25).

Sendo a maltodextrina um carboidrato energético (5-10 unidades de
glicose), derivado do amido de milho, a maior oferta de energia disponivel
explica a intensa proliferagdo celular nos tratamentos em relagdo ao
controle, em que apenas os nutrientes do meio de cultura (DMEM + SFB)
estavam disponibilizados para a mesma quantidade de células.

A Fig. 26 apresenta as células da linhagem HepG2 cultivadas em
tratamentos-controle (somente com DMEM) e em maltodextrina, e a Fig. 27
apresenta as células observadas durante o teste de viabilidade com o

vermelho neutro.

59



150 - A a a ab

—_ ab
S ,
< 125 b
k! ,
3 100 -
(7]
& ,
) 75 -
<
S ,
= 50 -
s i
8 25
> ,
0 .
C 1 2 4 8
Concentra¢iao (mg/mL)
S 175 B a .
& 150 ] a
= ,
8 125 1 a a
% 100 1
< 75 4
)
= 50 4
-
& 25 -
>
0.
C 1 2 4 8

Concentragao (mg/mL)

= 200 - C ab a
< 175
5 150 |
= b
g 125 b
g 100 -
S 75 |
=2 50
% -
g 25
S
0 4

C 1 2 4 8

Concentrac¢ao (mg/mL)

Figura 25 — Efeito do excipiente maltodextrina dos extratos Anonaceas sobre a
viabilidade de células HepG2. Concentragdes especificas (1, 2, 4 e
8 mg/mL) foram analisadas em relacdo ao controle (C), pela
absorvancia a 540 nm do vermelho neutro, cultivadas em estufa a
37 °C e 5% de CO,, na quantidade de 1 x 10* células em placas de
96 pocgos, no periodo de 24 (A), 48 (B) e 72 h (C). Os dados séo de
experimentos conduzidos em sextuplicatas, e barras com letras
comuns nao diferem estatisticamente (p < 0,05) pelo teste Tukey.



Figura 26 — Células hepatocarcinogénicas da linhagem HepG2 em um
cultivo controle (a) e em cultivo com o excipiente maltodextrina
(b). Os cultivos foram mantidos a 37 °C, em atmosfera com 5%
de CO,, na concentracdo 8 mg/mL de maltodextrina, apés 72
horas de exposi¢cao. Aumento de 200x.
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Figura 27 — Células hepatocarcinogénicas da linhagem HepG2 em cultivo
apo6s tratamento com vermelho neutro. Nota-se o acumulo do
corante no interior das células. Aumento de 200x (a) e 400x (b).
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5.2. Efeito dos extratos de Anonaceas sobre as células HepG2

A exposigdo das células do carcinoma hepatico as diferentes
concentragdes do quimioterapico 5-Fluoruracil (5-FLU) (0,12 a 8,0 mg/mL) e
do extrato foliar de Anonaceas (0,01 a 16 mg/mL) durante os periodos de
tempo avaliados (24, 48 e 72 h) resultou em decréscimo da viabilidade
celular de modo dose e tempo dependente em todos os tratamentos quando
comparados ao cultivo controle (0 mg/mL), como mostrado nas Fig. 28 a 30.

Logo nas primeiras 24 h de cultivo, a viabilidade celular foi fortemente
reduzida (50% a 0%) pelas maiores concentrag¢des (< 4 mg/mL) de 7 dos 11
extratos testados (Anonaceas (a), (b), (d), (f), (g), (h), (i) — Fig. 28 a 30),
efeito superior ao exibido pelo quimioterapico 5-FLU (Fig. 28a), em todas as
suas concentragdes testadas (0,12 a 8,0 mg/mL).

Expostas aos tratamentos em 48 h de cultivo, trés dos ensaios com
Anonaceas (Fig. 28a, ¢ e Fig. 30i) apresentaram maior efeito citotoxico
(0,25 a 2 mg/mL) quando comparados ao quimioterapico, mesmo em sua
maior concentragao (8,0 mg/mL).

Apés 72 h, duas Anonaceas (Fig. 28c e 30i) exibiram 100% de
inibicdo da proliferagdo celular em todas as concentragdes testadas (0,25 —
2,0 mg/mL), o que ndo ocorreu com o0 quimioterapico mesmo em sua maior
concentragéo (8,0 mg/mL). Estes resultados mostram o forte efeito anti-
tumoral dos extratos das plantas testadas sobre células hepaticas HepG2.

5-FLU (Fig. 31) é um potente

anti-neoplasico que atua na via de O
biossintese de pirimidinas. Inibidor da F
enzima timidilato sintase, promove um H N

desequilibrio intracelular de l
nucleotideos, induzindo a incorporagao )\

de fluoronucleotideos afetando, O H

portanto, a sintese e reparagcdo de DNA

e os eventos pos-transcricionais  Figyra 31 — Estrutura quimica do
(LONGLEY et. al., 2003; SHAABAN et. al., S-Fluoruracil.
2014; TAN et. al.,, 2014a).
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Figura 28 — Efeito do quimioterapico 5-Fluoruracil (5FLU) e dos extratos de folhas de diferentes Anonaceas (a, b, c) sobre a viabilidade de
células HepG2 (1 x 10* células em placas de 96 pogos), em cultivos a 37°C e 5% de CO,. Concentragdes especificas (mg/mL) de
cada extrato foram analisadas em relagdo ao controle (0 mg/mL), no periodo de 24, 48 e 72 h, pela absorvancia a 540 nm do
vermelho neutro. Os dados sdo de experimentos conduzidos em quintuplicatas, e barras com letras iguais ndo diferem

estatisticamente (p > 0,05) pelo teste Tukey.
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Figura 29 — Efeito dos extratos de folhas de diferentes Anonaceas (d, e, f, g) sobre a viabilidade de células HepG2 (1 x 10* células em placas

de 96 pogos), em cultivos a 37°C e 5% de CO,. Concentragbes especificas (mg/mL) de cada extrato foram analisadas em relagéo
ao controle (0 mg/mL), no periodo de 24, 48 e 72 h, pela absorvancia a 540 nm do vermelho neutro. Os dados sdo de
experimentos conduzidos em quintuplicatas, e barras com letras iguais nao diferem estatisticamente (p > 0,05) pelo teste Tukey.
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Figura 30 — Efeito dos extratos de folhas de diferentes Anonaceas (h, i, j, k) sobre a viabilidade de células HepG2 (1 x 10* células em placas de
96 pogos), em cultivos a 37°C e 5% de CO,. Concentragbes especificas (mg/mL) de cada extrato foram analisadas em relagéo ao
controle (0 mg/mL), no periodo de 24, 48 e 72 h, pela absorvancia a 540 nm do vermelho neutro. Os dados s&o de experimentos
conduzidos em quintuplicatas, e barras com letras iguais n&o diferem estatisticamente (p > 0,05) pelo teste Tukey.



Como o quimioterapico 5-Fluoruracil (5-FLU) possui um mecanismo
de acdo antimetabodlico com efeito tardio, as células HepG2 ainda se
mantém viaveis por um tempo com seus estoques metabdlicos, inclusive o
glicogénio, o que permite a sobrevivéncia e retomada posterior na
proliferacdo mitética. As menores concentragdes de 5-FLU foram as mais
citotéxicas. Doses elevadas foram menos efetivas e ainda promoveram as
divisbes celulares (Fig. 28). 5-FLU eleva a expressao da timidilato sintase
(seu proéprio alvo inibitério), enzima responsavel pela sintese de timidina
monofosfato a partir da uridina monofosfato, passo importante na formagao
de DNA. Isto ocorre como resultado da inibicdo de um mecanismo feedback
negativo em que a enzima timidilato sintase (TS) liga-se ao seu RNAm
genitor e impede a tradugdo regulando sua concentragéo intracelular. Mas
ligada ao 5-FLU, a enzima TS nao é capaz de ligar ao (seu préprio) RNAm
resultando em um aumento transcricional na expressdo da enzima e a
retomada das atividades de replicagdo genética e divisbes celulares
(LONGLEY et. al, 2003). Estes resultados sdao uma nitida evidéncia da
quimiorresisténcia caracteristicas do tumor hepatico. Nenhum dos extratos
foliares de Anonaceas testados exibiu resultado semelhante, isto &€, nao
houve retomada do crescimento celular em quaisquer concentracdes
utilizadas durante os cultivos com as células tumorais (Fig. 28 a 30).

As Anonaceas (c), (h) e (j) foram coletadas em regides e ambientes
distintos (planta c¢: Barbacena-MG; planta h: Vigosa-MG/zona rural; planta j:
Vigosa-MG/area urbana) e, embora pertencam a mesma espécie,
apresentaram efeitos citotdéxicos diferenciados (Fig. 31). Expostas a
mudancgas estacionais, fatores climaticos e ecologicos, as Anonaceas podem
apresentar alteracdes na fisiologia da planta, no metabolismo secundario e
na biodisponibilidade de seus metabdlitos (CHACON et. al., 2013; MOORE et. al.,
2014; MORENO et. al., 2013; VASQUEZ et. al., 2014).
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Figura 31 — Efeito comparativo entre o quimioterapico 5-Fluoruracil e os extratos
foliares de trés Anonaceas da mesma espécie (c, h, j), coletadas em
locais e regides distintas, sobre a viabilidade de células HepG2 (1 x
10* células em placas de 96 pogos), em cultivos a 37°C e 5% de
CO,, na concentragao especifica de 1mg/mL. Os dados sédo de
experimentos conduzidos em quintuplicatas, e barras com letras
comuns nao diferem estatisticamente (p < 0,05) pelo teste Tukey.

As Figuras 32 a 35 apresentam células HepG2 cultivadas em meio
contendo a concentragcdo citotoxica de todos os extratos foliares de

Anonaceas, incluindo o quimioterapico 5-Fluoruracil.
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Figura 32 — Células hepatocarcinogénicas HepG2 cultivadas por 72 h em meio contendo concentragao citotoxica do quimioterapico
5-Fluoruracil (5FLU: 8,0 mg/mL) e de extratos foliares de Anonaceas (a: 7,0 mg/mL; b: 4,0 mg/mL). Aumento de 200x.
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Figura 33 — Células hepatocarcinogénicas HepG2 cultivadas por 72 h em meio contendo concentragao citotdxica de
foliares de Anonaceas (c: 3,0 mg/mL; d: 16,0 mg/mL; e: 6,0 mg/mL). Aumento de 200x.
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Figura 34 — Células hepatocarcinogénicas HepG2 cultivadas por 72 h em meio contendo concentracdo citotoxica de extratos
foliares de Anonaceas (f: 6,0 mg/mL; g: 6,0 mg/mL; h: 6,0 mg/mL). Aumento de 200x.
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Figura 35 — Células hepatocarcinogénicas HepG2 cultivadas por 72 h em meio contendo concentragéo citotoxica de extratos foliares
de Anonaceas (i: 8,0 mg/mL; j: 3,0 mg/mL; k: 4,0 mg/mL). Aumento de 200x.
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5.3. Efeito dos extratos no fluxo ionico celular

O efeito dos extratos foliares de Anonaceas e do quimioterapico 5-
Fluoruracil, em doses letais e doses nao citotéxicas (Fig. 36), sobre a
dindmica quimica, foi avaliado e os dados obtidos através da Espectrometria
de Emissdo Atdmica (ICP-OES Optima 8300 - WinLab-32% Software ICP)

sdo apresentados nas Fig. 37 e 38.
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Figura 36 — Cultivo de células HepG2 (10° células em placas de 12 pogos) sob duas
concentragdes (mg/mL) do quimioterapico 5-Fluoruracil (5-FLU) e dos
extratos de folhas de diferentes Anonaceas (a - k), e controle (0 mg/mL),
a 37°C e 5% de CO,, no periodo de 48 h. Viabilidade celular (%)
avaliada pela absorvancia a 540 nm do vermelho neutro. Os dados sao
de experimentos conduzidos em quintuplicatas, e barras com letras
comuns nao diferem estatisticamente (p < 0,05) pelo teste Tukey.
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Figura 37 — Concentragdes intracelulares (mg/mL) de espécies quimicas (Ca, P, K, Na, S, Mg) em células HepG2 expostas a concentragdes levemente
inibitorias (_1) e doses letais (_2) do quimioterapico 5-Fluoruracil (FLU) e dos extratos foliares de Anonaceas (a1 a k2). Em mg/mL: Flu-1:
0,02; Flu-2; 8,0; a1: 0,02; a2: 7,0; b1: 0,02; b2: 4,0; c1: 0,1; c2: 3,0; d1: 0,1; d2: 16,0; e1: 1,0; e2: 6,0; f1: 0,1; f2: 6,0; g1: 0,05; g2: 6,0; h1:
0,5; h2: 6,0; i1: 0,05; i2: 8,0; j1: 0,1; j2: 3,0; k1: 0,2; k2: 4,0. Os dados sao de experimentos conduzidos em quintuplicatas; (*) significancia
em relagéo ao controle (cont.): p < 0,05. Anova - teste Tukey.
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Figura 38 — Concentragbes intracelulares (mg/L) de espécies quimicas (Se, Cu, Cr, Zn, Mo) em células HepG2 expostas a concentracoes
nao inibitérias (_1) e letais (_2) do quimioterapico 5-Fluoruracil (FLU) e dos extratos foliares de Anonaceas (a1 a k2). Em
mg/mL: Flu-1: 0,02; Flu-2: 8,0; a1: 0,02; a2: 7,0; b1: 0,02; b2: 4,0; c1: 0,1; c2: 3,0; d1: 0,1; d2: 16,0; e1: 1,0; e2: 6,0; f1: 0,1;
f2: 6,0; g1: 0,05; g2: 6,0; h1: 0,5; h2: 6,0; i1: 0,05; i2: 8,0; j1: 0,1; j2: 3,0; k1: 0,2; k2: 4,0. Os dados sdo de experimentos
conduzidos em quintuplicatas; (*) significancia em relagao ao controle (contr.): p < 0,05. Anova - teste Tukey.



Os extratos vegetais, mesmo acrescentando nutrientes aos meios de
cultura, interferiram na absorcdo celular de praticamente todos os ions
analisados em relacdo ao controle e, exceto para Na e K, houve reducao
intracelular de todos os ions, incluindo os ensaios com o quimioterapico 5-
FLU (Fig. 37 e 38). A alteracdo no equilibrio quimico justifica a baixa
viabilidade das células HepG2 expostas aos extratos foliares e ao
quimioterapico, indicio da necessidade celular tumoral a estes ions,
essenciais na manutencdo de uma fisiologia de sobrevivéncia, mesmo na
presenca de dosagens nao citotoxicas, mas interferentes metabolicamente.
De modo geral, ndo houve um padrao no efeito sobre os ions em relagao as
doses citotdxicas e ndo citotoxicas entre as diversas espécies quimicas, isto
€, as células tumorais expostas aos extratos foliares e ao 5-FLU néo
exibiram efeito dose-dependente especifico de inibicdo, deplecdo ou
aumento no fluxo ibnico em funcdo da espécie ou género utilizados nos
ensaios.

Como verificado também nos testes de viabilidade celular, Anonaceas
que pertencem a mesma espécie (c, h, j), coletadas em regides distintas
(Vicosa-MG; Barbacena-MG) ou, por outro lado, espécies diferentes (d/k; aff;
h/i) coletadas na mesma area (Manaus-AM; Rio Verde-GO, Vigosa-MG),
exibiram efeitos diferenciados entre si em pelo menos um dos ions, como
mais claramente observado para P, Ca, Cu, Na, K.

Varios tratamentos exibiram deplecao intracelular significativa para Ca
(Fig. 37_f2), S (Fig. 37_FLU; a; c2; d; e1; k), Zn (Fig. 37_FLU1; a1; d2; f2;
h1), Se (Fig. 38_a1; d1; f2; g2; h2; i2), Cu (Fig. 38_d1; h2). Ativagdo da via
apoptética pode estar relacionada com decréscimo nos niveis intracelulares
de Zn (TAPIERO, TIEW, 2003). Haveria uma ag¢ao bloqueadora dos extratos
sobre canais transmembrana destes ions especificos, interferéncia nas vias
bioquimicas de recrutamento de proteinas que os constituem ou redugcao na
expressao de genes relacionados?

Ca é um ion de sinalizagdo universal e seus niveis intracelulares
regulados atenuam os efeitos apotéticos de espécies reativas de oxigénio
(BARTLETT et. al., 2014; BINGHAM et. al., 2014). Todos os tratamentos exibiram
reducao na absorgao deste ion, o que reflete na viabilidade celular reduzida

das células tumorais aos tratamentos (Fig. 37 e 38). Por outro lado, a
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resisténcia & apoptose pode ocorre pela intensificagdo no influxo de K*, em
células tumorais (AMICO et. al., 2013), inclusive em células HepG2 (FREISE et.
al., 2013), como verificado para alguns tratamentos (e discutidos mais
adiante).

Niveis citotoxicos de Se, associado a enzimas serina-treonina
fosfatases, podem induzir apoptose em células HepG2 (CELIK et. al., 2007), O
que nao foi observado mesmo com adi¢do dos extratos no meio de cultura
em nenhum dos tratamentos, quando comparados ao controle (Fig. 38).

Os niveis intracelulares de Fe ficaram abaixo do limiar de deteccéao
espectrométrica. Como ha uma relagéo inversa para o fluxo de Cu e Fe em
células HepG2, modulado a nivel de transportador transmembrana
(ARREDONDO et. al., 2008), a deficiéncia de Fe (na formulagao original do meio
de cultura) pode ter provocado o acumulo intracelular de Cu no cultivo
tratado com a anonacea (k) em sua concentracado letal (Fig. 38 k), ion
essencial na atividade da enzima antioxidante superoxido dismutase.

A anonacea (f) promoveu uma resposta diferenciada: além de reduzir
a absorgao ou deplecao de alguns ions (S, Na) induziu também o efluxo de
espécies quimicas pelas células HepG2 (Ca, Zn e, mais fortemente, Mo Se
e P). No caso do S, a deplecgéo e o efluxo em relagdo ao controle podem ser
devido a perda excessiva de varios compostos sulfurados, alguns dos quais
volateis (MOCHALSKI et. al, 2013) induzidos pelos extratos.

Além do Fe, nao foram detectados espectrometricamente os niveis de
Cr, Cd, Co, Fe, Mn, Al, Ni e Pb em nenhum dos ensaios (dados n&o
apresentados). Como compdem o grupo de micronutrientes, incluindo B, Cl,
sdo requeridos pelas plantas em niveis muito baixos e, por isso, mesmo
apos a adicdo dos extratos foliares, ndo atingiram o limiar de leitura nos

meios de cultivo metabolizados ou n3o.

5.4. Efeito dos extratos sobre os marcadores celulares e tumorais

A producdo de marcadores quimicos pelas células neoplasicas
HepG2 foi avaliada a partir do cultivo celular em concentracéo letal e outra
dose fracamente citotoxica (item 5.3) sobre os tratamentos sobre os niveis

de (glicose, proteinas totais, albumina, lactato desidrogenase (LDH),
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aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e gama-
glutamil transpeptidase (yGT), parédmetros obtidos pelo Analisador de
Quimica Clinica e Turbidimetria HumanStar InVitro. Sao indicadores
celulares que podem auxiliar na compreensdo do efeito metabdlico dos
tratamentos sobre as células tumorais (Fig. 39 e 40).

AST, ALT, yGT e LDH sado enzimas cujas alteragdes hepaticas em
suas concentragdes sdo marcadores clinicos de lesbdes por serem liberadas
pelos hepatdcitos quando ha danos em membranas celulares afetando sua
permeabilidade, enquanto que a sintese normal de albumina
exclusivamente pelos hepatdcitos reflete o metabolismo celular (WORETA,
ALQAHTANI, 2014). Nos ensaios realizados, os niveis de yGT (presente na
membrana do hepatdcito) e albumina n&do se alteraram em relagdo ao
controle, mas AST (sintetizado principalmente nas mitocondrias) e ALT
(exclusivamente citoplasmatico) tiveram seus niveis elevados pelo
quimioterapico 5-FLU na concentragéo citotdéxica (8,0 mg/mL), sem afetar,
no entanto, LDH (Fig. 39 e 40).

Entre os extratos foliares, as Anonaceas (a), (b), (c), (d), (e) e (h)
interferiram nos niveis dos marcadores AST, ALT e LDH em relagdo ao
controle, principalmente em suas concentragbes citotdxicas, indicando
alteracdo no metabolismo e na integridade celular (Fig. 39).

A absorgao de glicose pelos hepatocitos foi reduzida na presenga do
quimioterapico 5-FLU e de varios extratos foliares especialmente em suas
concentragbes citotdoxicas (Fig. 40), o que sugere interferéncia na via
glicolitica ou bloqueio de transportades transmembrana. Este efeito coincide
com producado aumentada de AST, ALT e LDH para alguns dos tratamentos
(Fig. 39 e 40 Flu2; a2; b2; d2; h2). O quimioterapico 5-FLU afetou
apenas os niveis de AST, ALT e glicose, ja que seu efeito metabdlico sobre
as células HepG2 parece nao ser forte nas primeiras 48 h de cultivo [quando
a célula ainda conta com um estoque de componentes metabdlicos, inclusive
0 glicogénio], o que pode ser verificado pela produgido de albumina e
proteinas totais praticamente inalteradas e também pela viabilidade celular
através da técnica do vermelho neutro (Fig. 28 e 37) ou pelas analises

citométricas (a seguir).
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Figura 39 — Concentracdes extracelulares (U/L) de marcadores tumorais aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase

(ALT), lactato desidrogenase (LDH) e gama-glutamil transpeptidase (yGT) analisados em meio de cultivo em que células
HepG2 foram expostas a concentragdes nao inibitorias (_1) e letais (_2) do quimioterapico 5-Fluoruracil (FLU) e dos
extratos foliares de Anonaceas (a1 a k2). Em mg/mL: Flu-1: 0,02; Flu-2: 8,0; a1: 0,02; a2: 7,0; b1: 0,02; b2: 4,0; c1: 0,1;
c2: 3,0; d1: 0,1; d2: 16,0; e1: 1,0; e2: 6,0; f1: 0,1; f2: 6,0; g1: 0,05; g2: 6,0; h1: 0,5; h2: 6,0; i1: 0,05; i2: 8,0; j1: 0,1; j2: 3,0;
k1: 0,2; k2: 4,0. Os dados sdo de experimentos conduzidos em quintuplicatas; (*) significancia em relagdo ao controle (contr.):
p <0,05. Anova - teste Tukey.
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Figura 40 — Concentragdes intracelulares de glicose (mg/dL) e niveis extracelulares de albumina (mg/dL) e proteinas totais (g/dL) em
meio de cultura de células HepG2 expostas a concentragdes nao inibitérias (_1) e letais (_2) do quimioterapico 5-
Fluoruracil (FLU) e dos extratos foliares de Anonaceas (a1 a k2). Em mg/mL: Flu-1: 0,02; Flu-2: 8,0; a1: 0,02; a2: 7,0; b1:
0,02; b2: 4,0; ¢1: 0,1; c2: 3,0; d1: 0,1; d2: 16,0; e1: 1,0; e2: 6,0; f1: 0,1; f2: 6,0; g1: 0,05; g2: 6,0; h1: 0,5; h2: 6,0; i1: 0,05;
i2: 8,0; j1: 0,1; j2: 3,0; k1: 0,2; k2: 4,0. Os dados sédo de experimentos conduzidos em quintuplicatas, (*) significancia em
relacdo ao controle (contr.): p < 0,05. Anova - teste Tukey.



5.5. Efeito do potencial apoptético das Anonaceas

O potencial efeito apoptético de alguns dos extratos foliares
(Anonaceas b e j) e do quimioterapico 5-FLU sobre as células HepG2 foi
avaliado a partir do cultivo celular sob duas concentragdes: uma dose letal e
outra ndo citotoxica (item 5.3). O resultado, analisado por citometria de fluxo
utilizando os marcadores lodeto de Propidio x FITC (isotiocianato de
fluoresceina), esta apresentado na Figura 41.

Através da citometria de fluxo, é possivel quantificar células viaveis
(FITC_AnexinaV/IP), células em apoptose precoce (FITC_AnexinaV'/IP’) ou
apoptose tardia/necrose (FITC_AnexinaV'/IP*) ou células necroticas
(FITC_AnexinaV/IP*). Células HepG2 tratadas por 24 h com o
quimioterapico 5-FLU exibem baixos niveis de apoptose inicial (3,87%) ou
apoptose tardia/necrose (4,88%), valores que se elevam com 36 h de cultivo
(Fig. 41-3). Resultado superior foi obtido quando as células tumorais foram
expostas ao extrato foliar da anonacea (j) por 36 horas de cultivo (Fig. 41-5;
75,9 % apoptose/necrose); maior ainda foi a acdo da anonacea (b), levando
a apoptose/necrose 24,5% das células tumorais ja nas 24 h de cultivo. Uma
analise comparativa esta apresentada na Fig. 42.

A quimiorresisténcia de células HepG2 aos tratamentos com 5-FLU
pode ser devido, por exemplo, a mutagées no gene supressor tumoral pro-
apoptoético p53 (LONGLEY et. al., 2003; SHAABAN et. al., 2014) ou a intensificagao
no influxo de K*, como observados em varios cultivos. Mas ndo houve um
padrao de resposta aos tratamentos em relacdo ao LDH x AST x ALT x
Glicose, isto €, nem todos os extratos foliares que induziram maiores niveis
intracelulares de K* (Fig. 39 _a; b2; c2; d; e1; g; h1; j) protegeram as
células do mecanismo apoptotico, como observado pelos marcadores de

integridade celular (principalmente LDH, AST e ALT) e metabdlico (glicose).
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Figura 41 — Quantificagado do efeito antintumoral de extratos foliares de Anonaceas e do quimioterapico 5-Fluoruracil, ap6s coloragéao
dupla com FITC_AnexinaV conjugada (eixo horizontal) e iodeto de propideo (eixo vertical) obtido por citometria de fluxo.
Células HepG2 foram cultivadas em tratamento-controle (1), tratadas com o quimioterapico 5FLU (8 mg/mL) por 24h (2) e
36h (3), extrato da anonacea (j) (3 mg/mL) por 24h (4) e 36h (5), e anonacea (b) (4 mg/mL) por 24 h (6).
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Figura 42 — Comparacgao da viabilidade celular entre o tratamento-controle
(C) e concentragdes citotoxicas do quimioterapico 5-FLU dos
extratos foliares das Anonaceas (j) e (b), em 24 e 36 h de
cultivo de células HepG2, apds coloragdao dupla com FITC-
anexina conjugadal/iodeto de propideo obtida por citometria de
fluxo.

Nas primeiras 24 h de cultivo, o extrato foliar da anonacea (b) foi mais
citotoxico quando comparado ao quimioterapico 5-FLU (Fig. 42) e a outra
anonacea (j); 36 h apds, observa-se forte efeito apoptdtico do extrato da
planta (j) quando ainda comparado ao 5-FLU. O efeito apoptético tardio de 5-
FLU (via caspase 3/7) pode ser devido a sua genotoxicidade (MATUO et. al.,
2009), mas que permite a célula, ainda, manter-se viavel por um tempo (24 h)
com seus estoques metabdlicos, inclusive o glicogénio, porém, sem divisdes
mitéticas (ja que 5-FLU bloqueia fortemente o ciclo celular em G1/S).

A seguir (Tabela 8), um resumo dos resultados obtidos neste trabalho.
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Tabela 8 — Efeito dose-citotdxica do quimioterapico 5-Fluorouracil (5FLU) e dos extratos foliares das anonaceas (a — k), comparado
ao controle, nos niveis intracelulares de espécies quimicas (Ca — K), produgdo de marcadores tumorais aspartato
amino-transferase (AST), alanina amino-transferase (ALT), lactato desidrogenase (LDH), gama glutamil-transferase
(GGT), albumina (ALB), proteinas totais (PT) e absor¢do de glicose (GLIC) em células HepG2 (A: influxo;
V¥ : deplecéo; (-) efluxo, (m) pardmetro inalterado, sem diferenga quando comparado ao controle).

ESPECIES QUIiIMICAS MARCADORES CELULARES

Ca S Na P Mo Mg Se Cu K AST | ALT | LDH | GGT | ALB PT GLIC
SFLU v (-) A v A v v v v A A [ [ [ [ v
a v (-) [ v [ v [ v A A A A [ [ [ v
b v v A v [ v [ v A A A A [ [ [ v
c v v A v | v | v A A A A | | | ]
2 d v (-) A v [ v n v A [ [ A [ [ A v
w e v (-) v v ) v ] v v A A A n n n v
: f (-) v v (-) (-) v (-) v [ [ [ [ [ [ [ ]
z g v v n v n Y | ()| Vv A n n A n - v v
z h v v v v [ v (-) (-) v A A [ [ [ [ v
& i v v A v [ v (-) v v [ [ [ [ [ [ v
\4 v A v [ v (] v A A [ A [ u v |
k v N [ v A v A A v A [ [ [ [ A v




5.6. Perspectivas
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O que mais move a ciéncia sdo as perguntas, ndo as respostas.

Pesquisas moleculares associadas ao efeito bioquimico dos extratos de
Anonaceas em pontos-chave nos quais atuam na via hepatotumoral sao
essenciais para a compreensdo dos resultados aqui obtidos,
principalmente envolvendo células quimiorresistentes durante os
cultivos. Que (onco)genes ou vias hepatocarcinogéncias sao ativadas
em ceélulas que sobreviveram apds serem expostas aos tratamentos

inclusive ao quimioterapico 5-Fluoracil (5-FLU)?

Combinar ensaios dos extratos entre si e com o quimioterapico 5-FLU
poderia fornecer informagdes sobre a sinergia e eficacia entre os
tratamentos. Qual a melhor dose do quimioterapico associado ao extrato
da anonacea que exibiu um melhor efeito citotoxico e que forneceria um

resultado inibitério otimizado na proliferagao das células neoplasicas?

Ensaios in vitro com células hepaticas ndo tumorais sdo importantes
para determinar o indice de Seletividade (IS) dos extratos das
Anonaceas, além de modelos in vivo, que poderdo estimar as dosagens
terapeuticamente ideais. As concentragcdes experimentais deste trabalho

sao atdxicas as células normais ou tecidos nao neoplasicos?

Estudos georreferenciais e ecologicos da regido de origem das
Anonaceas, ou até dados fisiologicos das plantas incluidas nesta
pesquisa, poderiam contribuir para a compreensao dos efeitos variaveis.
De que modo a idade da planta ou das folhas e os fatores
edafoecoclimaticos influenciam na bioatividade antitumoral exibida pelas

Anonaceas?
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Da mesma forma, um estudo entre espécimes poderia tragar um perfil de
acao bioquimica. Plantas da mesma espécie ou ndo, ou Anonaceas de

géneros distintos, sdo bioativamente semelhantes?

Investigar outros 6rgaos vegetais, como caule, casca, raizes, frutos e
sementes, e que também podem exibir bioatividade diferencial aquela

apresenta pelas folhas.

Pesquisar nanoparticulas envolvendo compostos quimicos isolados de

Anonaceas pode amplificar o efeito citotdxico seletivo.

Isolar e identificar estrutural e funcionalmente acetogeninas dos extratos
de Anonaceas fornecem a perspectiva de ampliar a compreensao

cientifica da bioatividade destas plantas.

Comparar o efeito de diferentes agentes anti-neoplasicos e de diferentes

linhagens celulares tumorais.
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6. CONCLUSOES

Todos os extratos foliares das Anonaceas (9 espécies de 4 géneros)
induzem a morte células hepatocarcinogénicas HepG2 com até 100% de
citotoxicidade em 72 h de cultivo, como determinado pelo teste de

viabilidade do vermelho neutro.

Os efeitos citotoxicos sao variaveis entre plantas da mesma espécie e
plantas de diferentes géneros, coletadas em uma mesma area/regiao
geografica ou ndo, sendo que ndo houve um padrao de resultados entre

eles.

A sensibilidade de células HepG2 aos tratamentos €& dependente da

concentracéo dos extratos foliares e do tempo de exposicao.

Das 11 Anonaceas, 9 exibem efeito citotéxico em doses muito menores
(com até 1/8 de concentragdo) que as utilizadas para antineoplasico 5-
Fluoruracil (5-FLU).
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O efeito na producdo dos marcadores tumorais e no fluxo quimico
durante os cultivos celulares é variavel entre os extratos de Anonaceas
da mesma espécie ou do mesmo género, incluindo o antineoplasico 5-
Fluoruracil (5-FLU).

Células HepG2, quimiorresistentes ao 5-FLU, apresentam maior
citotoxicidade aos extratos foliares de Anonaceas quando comparadas

ao antineoplasico.

Doses elevadas de 5-FLU (> 4 mg/mL) permitem a reproliferagcéo celular
neoplasica apos 48 h de cultivo, e mais evidente apds 72 h, nitido efeito
de quimiorresisténcia tumoral, o que nao foi observado em nenhum dos

tratamentos com Anonaceas utilizados nesta pesquisa.

Analises em citometria de fluxo confirmam a morte celular por apoptose

de dois extratos de Anonaceas e 5-FLU.
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