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RESUMO

PEREIRA, Wander Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2014. ACAO ANTITUMORAL IN VITRO DO EXTRATO FOLHA DE OLIVEIRA
(Olea europaea L.) E DOS FLAVONOIDES MORINA, NARINGINA E RUTINA
EM LINHAGENS DE CELULAS CARCINOGENICAS . Orientador: Tania
Toledo de Oliveira. Coorientadores: Marisa Alves Nogueira Diaz e Aloisio da
Silva Pinto

O cancer é uma doenca crbnica que atinge milhares de pessoas ao redor do
mundo, sendo responsavel por elevadas taxas de morbidade e mortalidade.
No Brasil, em 2012, foram registrados 321 mil novos casos de cancer e 190
mil obitos em decorréncia desta patologia. Por se tratar de uma doenca que
acomete a populacdo mundial, o cancer produz impactos na saude publica e
na economia, pois o tumor atinge uma parcela da populagdo economicamente
ativa, podendo ser de rapido desenvolvimento e de altas taxas de metastase e
de complicacgdes fisicas e psicologicas. O aumento da incidéncia de cancer no
mundo e de suas repercussodes sociais, econdmicas e na saude publica instiga
a comunidade cientifica de varios paises, inclusive do Brasil, a desenvolver
pesquisas com o propdsito de investigar quais compostos naturais seriam
potencialmente considerados drogas terapéuticas no combate e prevencao ao
cancer. Os flavonoides sdo compostos organicos, extraidos de plantas,
conhecidos pelas suas propriedades farmacoldgicas, dentre elas, a atividade
anticarcinogénica. A familia da Olea europaea L. conhecida como oliveiras,
possui aplicacdo medicinal na regido onde € cultivada. Neste trabalho foi
avaliada a atividade citotoxica de trés flavonoides (morina, naringina, rutina) e
do extrato da folha de oliveira contra as linhagens leucémicas: U937, THP-1 e
linhagens de tumores sdélidos: B16F10, SK-MEL-5, H460 via ensaio
colorimétrico MTT e pelo indice da lactase desidrogenase (LDH) liberada pela
célula opbs 48 horas de incubacao. Estes ensaios mostraram que o0 composto
morina e o extrato de oliveira reduziram a viabilidade celular de maneira
concentracdo dependente nas linhagens tumorais. A analise por microscopia
de fluorescéncia mostrou que o flavonoide morina e o extrato de oliveira foram
0S Unicos efetivos em induzir morte por apoptose de maneira tempo e
concentracao dependentes nas linhagens U937, THP-1, SK-MEL-5, B16F10 e

Xii



H460. O mecanismo de morte celular por apoptose foi confirmado por analise
do potencial de membrana mitocondrial e por caspases. Sendo assim,
investigagcdo das propriedades anticarcinogénicas e terapéuticas dos
compostos morina, e do extrato de folha de oliveira como inibidores de
proliferacao celular e promotor de apoptose de células tumorais, bem como,
interferéncias no metabolismo da celular sugerem a utilizacdo destes

compostos como farmaco na prevencgdo e tratamento do cancer.
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ABSTRACT

PEREIRA, Wander Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2014.
ANTITUMORAL ACTION IN VITRO OF THE OLIVE LEAF EXTRA CT (Olea
europaea L.) AND FLAVONOIDS MORIN, NARINGIN AND RUT IN IN CELL
LINES CARCINOGENIC. Adviser: Tania Toledo de Oliveira. Coadvisers:
Marisa Alves Nogueira Diaz and Aloisio da Silva Pinto

Cancer is a chronic disease that affects thousands of people around the world,
being aggressive and lethal, which justifies its high prevalence and can provide
high rates of morbidity and mortality. In Brazil, in 2012, there were 321.000
new cancer cases and 190.000 deaths due to this disease. Because it is a
disease that affects the world's population, produces cancer impacts on public
health and the global economy, because the tumor reaches a portion of the
economically active population, being of rapid development and high rates of
metastasis and physical complications and psychological. The increased
incidence of cancer in the world and its social, economic and public health
encourages the scientific community in several countries, including Brazil, to
develop research in order to investigate natural compounds which would be
considered potentially therapeutic drugs to combat cancer. Flavondids are
organic compounds extracted from plants, known for their pharmacological
properties, among them the anticarcinogenic activity. The family of Olea
europaea L. known as olive, has medical applications in the region where it is
grown. In this study, we evaluated the cytotoxic activity of three flavonoids
(morin, naringin, rutin) and extract of olive leaf front of leukemic lines: U937,
THP-1 and strains of solid tumors: B16F10, SK-MEL-5, H460 via MTT
colorimetric assay and the index of lactase dehydrogenase (LDH) released by
the cell objected 48 hours of incubation. These tests showed that the
compound morin and olive extract decreased the cell viability of concentration-
dependent manner in tumor cell lines. Analysis by fluorescence microscopy
showed that the flavonoid extract of olive and morin were the only effective in
inducing apoptotic death of time and concentration dependent manner the lines
U937, THP-1 and SK-MEL-5. The mechanism of cell death by apoptosis was
confirmed by analysis of mitochondrial membrane potential and caspases.
Thus, research and therapeutic anticarcinogenic properties of the compounds

morin, and olive leaf extract as inhibitors of cell proliferation and a promoter of
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tumor cell apoptosis, as well as interference in cellular metabolism suggest the
use of these compounds as a medicine for the prevention and cancer

treatment.
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1. INTRODUCAO

O cancer é uma patologia decorrente de mutagbes génicas
espontaneas ou induzidas por agentes patogénicos que promovem desordens
no equilibrio fisiolégico das células, ocorrendo excesso nas taxas de
proliferacdo e deficiéncia nas taxas de morte celular, culminando com a
formacdo de agrupamento de clones de células neoplasicas (QIAN et al.,
2011).

A organizacdo mundial de saude estimou que, no ano de 2030, podem-
se esperar 27 milhGes de casos de incidéncia de cancer, 17 milhdes de mortes
por cancer e 75 milhdes de pessoas vivas com cancer, anualmente, com
cancer. O maior efeito deste aumento vai incidir em paises de baixa e média
renda (INCA, 2012)

Epidemiologistas em cancer tém observado que a prevaléncia no
mundo tem aumentado de maneira significativa no dltimo século (GAROLFO
et al., 2004; SIEGELIN et al.,, 2009). Em paises com grande volume de
recursos financeiros, predominam os canceres de pulmao, mama, prostata e
c6lon. Em paises de baixo e médio recursos, 0s canceres predominantes sédo
os de estbmago, figado, cavidade oral e colo do uUtero. Mesmo na tentativa de se
criar padrdes mais caracteristicos de paises ricos em relacao aos de baixa e média
rendas, o padrdo estd mudando rapidamente, e vem-se observando um
aumento progressivo nos canceres de pulmao, mama e colon e reto, os quais,
historicamente, ndo apresentavam essa importancia e magnitude (INCA, 2012;
MOUNTZIOS et al., 2011).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2012 foram validas também
para o ano de 2013 e apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510
casos novos de cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma, reforcando
a magnitude do problema do cancer no pais.

Os cinco tumores mais incidentes, em 2012, para o sexo masculino
foram o cancer de pele ndo melanoma (63 mil casos novos), prostata (60 mil),
pulm&o (17 mil), célon e reto (14 mil) e estbmago (13 mil). Para o sexo feminino,
destacam-se, entre os cinco mais incidentes, os tumores de pele ndo melanoma
(71 mil casos novos), mama (53 mil), colo do utero (18 mil), colon e reto (16 mil)

e pulm&o (10 mil). As regifes Sul e Sudeste, de maneira geral, apresentam as



maiores taxas, enquanto as regides Norte e Nordeste, as menores. As taxas da
regido Centro-Oeste apresentam um padrado intermediario (INCA, 2012).

Os flavonoides s&do compostos polifendlicos, pigmentos naturais
amplamente encontrados em vegetais, frutas, plantas, chas, sucos, e produtos
a base de ervas que pertencem ao grupo dos fitoquimicos. InUmeros estudos
in vivo e in vitro indicam efeitos farmacologicos dos flavonoides na prevencao
de doencas cardiovasculares, efeitos anticarcinogénicos e antioxidantes
(MANDERY, 2010; AMADO et al., 2011).

Nos ultimos anos, ocorreu um aumento no interesse cientifico de
pesquisar compostos fitoquimicos com potencial antitumoral e de baixa
toxicidade. Estes compostos interferem no ciclo de divisdo celular, inibindo
etapas do crescimento e proliferacdo das células cancerigenas, ativando
mecanismos bioquimicos intracelulares de efeito antitumoral, o que os torna
possiveis alvos de estudo farmacolégicos (VIDYA, 2010; et al., 2010; AMADO
et al., 2011; HUNG et al., 2010).

Diante da alta incidéncia do cancer no mundo e do seu grau de
morbidade e letalidade e a falta de tratamento terapéutico eficiente no
combate ao cancer demonstra a importancia em pesquisar novos compostos
biofarmacéuticos que apresentem caracteristicas anticarcinogénicas. A
metodologia escolhida possibilitara identificar se os compostos testados
bloqueiam a proliferacdo celular investigando a via metabdlica de controle do
ciclo celular.

Se comprovadas suas propriedades farmacologicas e antitumorais,
estes compostos poderdo, futuramente, ser usados como farmacos na

prevencao e terapia do cancer.



2. FUNDAMENTACAO TECNICO-CIENTIFICA

2.1 Céancer: conceito e aspectos gerais

O cancer é definido como uma enfermidade multicausal crénica,
caracterizada pelo crescimento descontrolado das células teciduais. Sua
prevencdo cresceu em importdncia no campo da ciéncia, visto que,
recentemente, foi apontada como a primeira causa de mortalidade no mundo.
(GAROLFO et al., 2004, PLANKAR et al., 2011).

Segundo Adams & Cory, 2007, neoplasia € “uma massa anormal de
tecido cujo crescimento excede e ndo estd coordenado ao crescimento dos
tecidos normais e que persiste mesmo cessada a causa que a provocou”.

Complementar ao conceito citado, Moore & Lyfe (2011) definem cancer
como um complexo processo que leva ao crescimento descontrolado das
células para formar um tumor que, em alguns casos, invade os tecidos
adjacentes e se propaga por processos de metastases, podendo formar
tumores secundarios em outras partes do corpo.

Este conceito também é compartilhado por Ortega (2009), que define
cancer como uma doenga complexa, orquestrada por muta¢gdes que ativam os
oncogenes, genes promotores de tumores, e inativam 0s genes supressores
de tumores. Varias mudancas genéticas sdo descritas na tumorgénese tais
como anomalias cromossomais, polimorfismo genético e alteracdes

epigenéticas (LIN et al., 2012).

Protoncogene

Proteina Mutacao
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Figura 1. Protoncogenes sdo genes que sintetizam proteinas que regulam o
ciclo celular.



Os oncogenes codificam oncoproteinas, que sao proteinas envolvidas
em vias de sinalizacdo que controlam a proliferacdo celular, enquanto que os
genes supressores de tumores codificam proteinas que atuam em vias
especificas da proliferacdo e/ou morte celular. (HAMEROFF, 2004; ORTEGA,
2009).

Alteracdes genéticas em grupos especificos dos protoncogenes,
antioncogenes, promotores do crescimento e genes reguladores de apoptose
induzem alterac6es metabdlicas das células que levam a formacédo da massa
tumoral. Muta¢cdes no genoma envolvendo um Unico gene e alguns poucos
quilobases ou varios genes e inumeros megabases do DNA, resultam em
regibes amplificadas do cromossomo, provocando a superexpressao de
determinados segmentos que levam a tumorgénese (RUSAK et al., 2005,
ORTEGA et.al., 2009).

Estudos experimentais propdem a divisdo da carcinogénese em trés
estagios: iniciagdo, promocdo e progressdao. O estagio de iniciagcdo é
caracterizado por alteracdo do material genético, que pode ou néo resultar
em mutacdo. O estagio de promocdao, caracterizado pela conversdao da
célula iniciada em pré-maligna, € um processo longo e reversivel, sendo este
um ponto estratégico para acdo de agentes quimiopreventivos. A
progressdao da célula pré-maligna para célula maligna ocorre em
consequéncia de dano adicional ao cromossomo. O resultado € a divisdo
celular incontrolada, resultante do aumento da autonomia celular (figura 02)
(VOLP, et al., 2008).

As caracteristicas essenciais do cancer adquiridas pelas células que
sofreram mutacdes que interferem na fisiologia normal s&o: inibicdo de
apoptose ou morte celular programada, auto-suficiéncia quanto aos fatores de
proliferacdo celular, insensibilidade aos inibidores de crescimento, habilidade
invasiva tecidual, metastase, potencial replicativo ilimitado e angiogénese
sustentavel (MOORE & LYLE, 2011).

J& as caracteristicas que diferenciam neoplasias benignas e malignas
podem convenientemente ser discutidas sob quatro aspectos: (a)
diferenciacdo e anaplasia; (b) taxa de crescimento; (c) invasao local; (d)
metéstase (RUSAK et al., 2005).
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Figura 2. Visdo esquematica do processo de carcinogénese (VOLP et al.,
2008).

A carcinogénese, entdo, pode ser compreendida como um processo
complexo, envolvendo genes que regulam a estabilidade e o reparo do DNA e
promovem o0 crescimento celular. Uma das causas relacionadas ao
desenvolvimento neoplasico é o funcionamento inadequado de genes
reguladores da divisdo celular, tornando-os responséveis pela proliferacdo

anormal das células (JUNIOR, 2002; MOORE & LYLE, 2011).

2.2 O ciclo celular e a carcinogénese

O ciclo celular € uma sequéncia de eventos que permite a célula
crescer e replicar, duplicando seu material genético e distribuindo-o
igualmente as suas células-filhas. Este processo compreende duas fases
principais: a intérfase e a mitose. Na intérfase ocorre a duplicacdo do DNA e a
preparacdo para a fase seguinte: a mitose, na qual ocorre a divisao celular
propriamente dita. A mitose € crucial para o crescimento e diferenciacdo do
organismo, levando o zigoto as aproximadamente 100 trilhdes de células do
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individuo adulto, participando inclusive dos processos de renovacdo celular
(FOSTER, 2008).

O ciclo celular padrao de células eucaritticas € dividido em quatro fases
com sintese de DNA e mitoses ocorrendo nas fases S e M, respectivamente
(MADDIKA et al., 2008). Na intérfase, intervalo entre o final de uma divisao
mitdtica, encontram-se trés estagios: G1 (Gapl), S (sintese) e G2 (Gap2)
(Figura 02). A fase em que as células estdo temporaria ou permanentemente
fora do ciclo celular (quiescentes) € denominada GO. Durante o estagio G1 as
células aumentam de tamanho sintetizando RNAs e proteinas. Um mecanismo
importante de controle do ciclo celular é ativado durante este periodo para
certificar que todo o material para a sintese de DNA esteja adequado
(MOLINARI et al., 2000; FOSTER, 2008).

E na fase S que ocorre a coOpia idéntica da molécula de DNA. Os
mecanismos que explicam a duplicacdo da molécula de DNA sdo complexos e
envolvem a enzima ciclina-CDK2 que, imediatamente antes da sintese de
DNA, fosforila proteinas especificas envolvidas na origem da replicacdo
génica. Estas proteinas séo fatores licenciadores, os quais se ligam a
determinados pontos da molécula de DNA, permitindo a deselicoidizacdo da
estrutura dupla-fita, a fim de que seja replicada. Os fatores licenciadores
acumulam-se durante G1, atuam em S e séo destruidos em G2 para impedir
nova replicacdo antes da mitose. Durante o intervalo entre a sintese de DNA e
a mitose (G2), a célula continua a crescer e sintetizar novas proteinas
(VERMEULEN et al., 2003).

Ao final deste intervalo, outro mecanismo de controle do ciclo celular
(G2 checkpoint) verifica a necessidade de reparo dos erros da replicacdo do
DNA antes da célula entrar em mitose. A perda do controle no checkpoint
resulta na instabilidade genémica, no acumulo de lesdes da molécula de DNA
e a proliferacdo celular ndo controlada, fenbmenos estes que tém sido

relacionados a progressao tumoral (ZHANG et al., 2011).
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Figura 3. Esquema representativo das fases do ciclo celular. GO, G1, S, G2
que compdem a interfase e a fase mitética (M). Muitos canceres
causam mutacdes nos oncogenes e genes supressores de tumores.
Divisbes em células normais sdo requeridas para formar novas
células durante a o desenvolvimento e para repor células velhas e
mortas. Em células normais, genes supressores de tumores
bloqueiam G1 para parar ou diminuir o ciclo celular antes de
alcancar a fase S. Genes de reparo do DNA sé&o ativados por todo o
ciclo celular, particularmente durante G2 depois da replicacdo do
DNA e antes da mitose (OLIVEIRA et al., 2007).

2.2.1 Controle bioquimico do ciclo celular

O ciclo celular é controlado por varios mecanismos que garantem a
divisdo correta da célula. Estes mecanismos compreendem a regulacdo da
quinase-dependente de ciclina (CDK), inibidores de CDK e reacdes de
fosforilacdo. As proteinas pl6, p21, p27, que sdo proteinas que pertencem a
familia das CDKI, impedem a formacao do complexo ativo ciclina/CDK inibindo
negativamente esta reacdo (VERMEULEN et al., 2003, FOSTER, 2008).

A homeostasia da célula é regulada por vias de sinalizacdo que

promovem a proliferacdo celular, suspensdo do crescimento e a apoptose



(morte celular). As proteinas ciclinas, que controlam o ciclo celular em
diferentes pontos, se constituem em subunidades regulatérias de complexos
de proteinas quinases; as subunidades quinases destes complexos sao
chamadas quinaseciclino-dependentes (CDKs). As CDKs ativam a proteina Rb
via fosforilagdo promovendo, assim, a progresséao do ciclo celular. Entretanto,
no estado hipofosforilado, a Rb liga-se firmemente a um fator inibidor de
transcricdo (E2F) e forma um complexo silenciador da transcricdo de genes
requeridos para entrada no ciclo celular. A sintese de ciclinas tipo D e enzimas
associadas (CDK4 e CDK6) sao essenciais para a sintese de DNA e de genes
da ciclina-E e CDK2, cuja acdo é manter o estado de fosforilacdo de Rb e a
progressao do ciclo celular. Sendo assim, o material genético deve estar livre
de alteracbes para que se dé inicio ao processo de replicacdo do DNA.
Células cujo DNA foi danificado (mutagdes), situacdo encontrada em um
grande numero de céanceres, desencadeiam um ciclo celular defeituoso
(FORSTER, 2008).

A proteina p53 € um importante regulador (checkpoint) durante a
progressao G1-S. Esta proteina, uma vez ativada, libera a proteina p21, um
inibidor do complexo ciclinaquinase, promovendo um bloqueio na fase G1-S
para que seja efetivado o reparo do DNA. Este bloqueio é de fundamental
importancia para permitir o reparo do DNA danificado antes que ocorra sua
duplicacdo. Durante a divisdo celular o alinhamento dos cromossomos
metafasicos deve ser devidamente processado. Caso todos 0s cromossomos
nao estejam ligados ao fuso mitético, as células filhas ndo foram idénticas.
Esta segregacdo errdbnea das cromatides irmas leva as distribuicbes
cromossbmicas anormais, bem como a rearranjos e amplificacbes de
determinadas regides. Estes distarbios na distribuicdo cromossomal e
alteracdes moleculares dos genes sdo, entdo, as bases para a génese tumoral
(HAMEROFF, 2004; FOSTER, 2008).

2.3 A origem do cancer
As células malignas dividem-se e multiplicam-se incontrolavelmente:

elas escapam dos mecanismos de autodestruicdo e estimulam a formacao de

vasos sanguineos para sua prépria manutencdo, podendo invadir tecidos e



promover metastase. Elas possuem orientacéo prépria, sendo que, no caso de
cancer, o processo pelo qual a orientagdo genética leva aos tipos de células
especificas é perdido (JARIWALLA et al., 2005; HAMEROFF, 2004).

Nos primordios do século 20, o biélogo Aleméo Teodor Boveri observou
células normais e tumorais em divisdo celular. Enquanto células normais
apresentavam divisbes simétricas e bipolares dos cromossomos de forma
igualitaria (figura 04), as células cancerigenas agiam de forma diferente,
mostrando divisdo desequilibrada dos cromossomos, com assimetria e
distribuicdo desiguais.

Boveri sugeriu que processos aberrantes em mitoses provocariam
distribuicdo irregular dos cromossomos, sendo que algumas distribuicdes
anormais seriam invisiveis enquanto outras levariam a diferenciacdo de
carcinomas com proliferacdo descontrolada (Figura 05). Ele estabeleceu que a
instabilidade génica condiciona, consequentemente, mitoses anormais,
resultando na génese de tumores (HAMEROFF, 2004).
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Figura 4. Modificacdo dos centriolos no ciclo de divisdo e mitose em células
normais. Centro: centriolos tém dois cilindros perpendiculares. No
sentido horério do centro (G1, S e G2, ocorrem durante a interfase o
qual precede e segue a mitose). Em fase G1, centriolos cilindricos
separados. Em fase S, centriolos replicados, em fase G2, centriolos
separados e comecando a migrar seguindo as fases de proéfase,
metéfase e anafase. Distribuicdo dos cromossomos as células filha
simetricamente correta (HAMEROFF, 2004).
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Figura 5. Atividade anormal de centriolos em mitoses levando a aneuploidias.
Durante a metafase os centriolos/eixo de ligacdo da cromatina esta
defeituoso e assimétrico levando a ma distribuicdo dos
cromossomos na anafase das células filhas (HAMEROFF, 2004)

2.4 AlteragOes Bioquimicas no Cancer

2.4.1 Metabolismo de carboidratos em células carcin  ogénicas

O primeiro estudo sobre metabolismo energético em tumores foi
realizado por Warburg (1923) com fatias de tecido vivo, onde ele observou
padroes especificos do metabolismo em tumores; enquanto em células
normais de tecidos a producdo de acido lactico ocorria exclusivamente na
privacdo de oxigénio, o mesmo ndo aconteceu em células tumorais
ablacionadas, cuja producdo de lactato ocorria na presenca de oxigénio
(PHILIPP et al, 2010; FERREIRA, 2010).

Existem dois tipos de processos metabdlicos através dos quais células
de mamiferos obtém energia: fermentacdo lactica e respiracdo aerdbica.
Glicose é o substrato metabdlico preferido pela maioria das células normais de
mamiferos e sua entrada no citoplasma e/ou na mitocéndria fornece energia e
sintese de compostos importantes para manutencdo, agregacdo e /ou

proliferacdo celular. No citoplasma, as reagdes da glicélise oxidam o esqueleto
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carbobnico da glicose em duas moléculas de piruvato, produzindo dois moles
de ATP e NADH por mol de glicose consumida. Quando a célula tem
suprimento limitado de oxigénio ou apresenta deficiéncia genética que impede
a oxidacdo do piruvato na mitocondria, o piruvato glicolitico é reduzido a
lactato no citoplasma pela lactato desidrogenase. A respiracdo aerobica,
processo que ocorre na presenca de oxigénio, tem um rendimento energético
maior do que a fermentacéo lactica (HERST et al., 2010; SANCHEZ-ARAGO
et al., 2010).

Células normais diferenciadas tém uma baixa demanda de esqueleto
carbbnico e de energia para sustentar suas atividades metabdlicas quando
comparadas com células proliferativas. No entanto, células diferenciadas
baseiam-se principalmente na fosforilacdo oxidativa mitocondrial para obter a
energia necessaria para manter suas atividades (ORTEGA et al., 2009).

Varios estudos tém fornecido evidéncia funcional do metabolismo
aerdbico anormal de glicose em células cancerigenas e tumores. Diferentes
tumores humanos implantados em ratos revelaram que carcinomas tém um
consumo de glicose aumentado (apesar de baixa oferta de oxigénio) e uma
taxa alta de producgéo de lactato, quando comparados com tecidos normais. A
alta atividade glicolitica em gliomas (tumores em células da glia) vem sendo
demonstrados in vivo pela ressonancia magnética e comprovadas,
recentemente, por tomografia usando glicose analoga 2-desoxy-2- fluor-D-
glicose (FDG) in vivo. Muitos carcinomas humanos tém a demanda de glicose
aumentada quando comparados com tecidos normais circundantes. Além
disto, um aumento da absorcdo de FGD em carcinomas de pulmao, tiredide,
mama, sarcoma linfoma e gliomas € um indicativo significante de ma evolucao
do paciente portador de cancer (ORTEGA et al., 2009).

Este fendtipo glicolitico em tumores esta exacerbado devido a
alteracdes em oncogenes, em pro-oncogenes e genes supressores de tumor o
que aumenta sinais promotores do crescimento e diminui os inibidores de
crescimento (GATENBY et al., 2005). Desta forma, tanto a glicolise aerobica
quanto a expressao e translocacao de transportadores de glicose podem ser
estimulados por um grande numero de fatores oncogénicos como HIF-1, c-
Myc e Akt exercendo um papel importante no aumento da captacéao de glicose

no tumor e, consequentemente, na metastase (GOTTLIEB, 2009).
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Varios trabalhos relatam que células cancerigenas apresentam um
notavel conteddo de glicogénio. Uma das enzimas envolvidas na sintese de
glicogénio é a glicogénio sintese, a qual pode ser inativada através da
fosforilacdo pela glicogénio kinase-3 (GSK-3), uma enzima regulatoria multi-
funcional. Uma das caracteristicas do cancer é a atividade reduzida da GSK-3
e, como esta enzima diminui a sintese do glicogénio pela inativacdo da
glicogénio sintase, as células cancerigenas estocam o glicogénio em
quantidades anormais. Recentemente, o interesse em estudar a estocagem de
glicogénio pelas células cancerigenas vem aumentando, uma vez que este
mecanismo influencia respostas inflamatorias, migracdo celular e regulacdo da
adesao entre as células, processos que estdo bem estabelecidas no cancer.
Na realidade, € conhecido que a enzima GSK-3 atua como supressor de
crescimento tumoral através da interferéncia com o potencial metastatico e a
apoptose (JOPE et al. 2007; JONES et al., 2009).

A via das pentoses fosfatos (PPP), outra importante via para 0 consumo
de glicose que pode levar a producao de acido lactico via reabastecimento de
intermediarios da glicolise (NELSON & COX, 2008). Comecando com glicose
6-fosfato, NADPH e ribose 5-fosfato sdo produzidos, algo que nao € possivel
nem pela glicélise nem pela oxidacdo completa da glicose. O NADPH é um
composto essencial para manter as altas taxa de sintese de acidos graxos
observada em células tumorais, resultado da superexpressdo de enzimas
relacionadas e é um bloqueador de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(FERREIRA et al, 2010; KROEMER et al., 2007). Por outro lado, ribose 5-
fosfato € um precursor de bases nitrogenadas que compdem o0s acidos
nucléicos e sua biossintese & uma constante demanda em células
proliferativas. De fato, estudos usando células MCF10 mostram que a
guantidade de glicose desviada pela PPP progressivamente aumentou com a
transformacéo carcinogénica (FERREIRA, 2010).

12



2.4.2 AlteracGes nas mitocondrias de células carcin  ogénicas

Mitocondria é uma organela celular onde a energia contida nas
moléculas ingeridas na forma de alimento é transformada em energia para a
célula. Essa reacdo utiliza como combustivel o oxigénio proveniente da
respiracdo, gerando como residuos, as chamadas espécies reativas de
oxigénio (EROs) ou radicais livres. O oxigénio atua em organismos aerdbicos
como aceptor final de elétrons em processo respiratério sendo, desta forma,
estavel, mas durante processos oxidativos biolégicos ou em circunstancias
patolégicas  incluindo  céancer, reacbes inflamatérias,  desordens
cardiovasculares, doenca de Alzheimer, doenga de Parkinson, catarata e
diabetes pode ser transformado nas seguintes espécies: anion superoxido
(O2) Radical de hidroxila (OH) superéxido (O2) e peréxido de hidrogénio
(H202) que sé@o responsaveis por danos celulares. Os Eros podem ser
definidos como qualquer espécie quimica capaz de existéncia independente,
que contenha um ou mais elétrons desemparelhados, desta forma séo
altamente reativos e capazes de atacar biomoléculas. A formacédo desses
compostos é determinada pela perda ou ganho de elétrons apresentando
assim elétrons desemparelhados dos diferentes atomos (MACHADO et al.,
2008). Esses (EROs) podem agir como desencadeadores do cancer causando
danos ao DNA, acarretando erros na producdo das proteinas (FERREIRA,
2010).

O comprometimento da funcdo mitocondrial em células tumorais tornou-
se recentemente um assunto de extenso debate. Pesquisas comprovam que,
na presenca de oxigénio, células tumorais consumem uma grande quantidade
de glicose e produzem uma grande quantidade de lactato quando comparado
a células normais e atribuem o metabolismo aerdbico anormal do cancer a um
comprometimento da funcdo da mitocondria, sugerindo que esta mudanca
metabdlica € um importante evento na tumorgénese (SHULZ et al., 2006).

Um grande numero de estudos mostrou que a enzima piruvato
desidrogenase, presente em mitocondrias de células tumorais, cineticamente
assemelha-se com as de tecidos embrionarios e promovem a descarboxilacéo
anormal do piruvato em acetoina, um produto que competitivamente inibe a

oxidacdo do piruvato por desidrogenase tumoral. O ciclo do acido citrico em
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mitocondrias tumorais mostrou-se parcialmente truncado ao nivel de

conversdo em citrato, o que favorece a formacéo de lactato. Uma recente

abordagem protednica demonstrou uma deficiéncia no ciclo do acido citrico

em amostras de cancer de colorretal (PATHANIA et al., 2009).
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Fluxo de producdo de energia e biossintese de compostos em
processos de diferenciacdo celular, proliferacdo celular e cancer.
Em células diferenciadas o fluxo de glicélise é diminuido porque a
demanda de precursores de sintese de compostos é baixa e existe
uma alta producdo de energia pela oxidacdo do piruvato na
fosforilacdo oxidativa mitocondrial. Esta situacdo, a atividade
mitocondrial produz uma grande quantidade de radicais livres que
sdo normalmente quelados pelos compostos antioxidantes celular.
Em células proliferativas e cancerigenas existe uma alta demanda
de glicose para suprir a biossintese de macromoléculas das células
filhas e porque a maioria da energia requerida para as reagdes
anabdlicas provém de vias anabodlicas anaeroObicas como a
glicolise. A atividade mitocondrial limitado nestas situagdes diminui
a producédo de radicais livres. Células cancerigenas tém menos
componentes e/ou atividade mitocondrial por reprimir a biossintese
da mitocondria (ORTEGA et al., 2009).

A consequéncia fisiolégica com o aumento da producédo de &cido lactico

€ a diminuicdo do pH intersticial observado em células tumorais. Varios

estudos confirmam uma invasdo tumoral mediada por acidose. Acido lactico

estimula a producdo de &acido hialurénico, uma glicosaminaglicona, e a
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expressdo de CD44, seu receptor transmembranar principal. Quando o acido
hialurénico se liga ao CD44 na superficie da célula, aumenta a progressao
maligna por reducdo da aderéncia celular (FERREIRA, 2010). Além disto, pH
baixo induz a remodelagem de sistemas chamados de metaloproteina,
proteases lisossomais e hialuronidases, aumentando as chances de
metastase (FISCHER et al., 2007).

Deficiéncias de complexos enzimaticos da cadeia respiratoria e
fosforilacdo oxidativa em células cancerigenas tem sido descritas, incluindo a
expressdo exacerbada da HIF1 (fator induzido por hipoxia), a qual € um
inibidor fisiolégico da ATPase mitocondrial. HIF-1 € um fator transcricional que
funciona como um regulador da homeostasia do oxigénio, cujo alvo € o DNA
que media uma resposta adaptativa regulada pela concentracdo de O,. Em
células cancerigenas tanto a hipoOxia intracelular quanto alteracdes genéticas
aumentam a atividade de HIF-1 levando a uma resposta celular pela inducéo
de genes para sua sobrevivéncia, como proteinas que tém papel chave no
desenvolvimento critico e em processos fisiologicos, incluindo transportadores
de glicose (GLUT), VEGF, enzimas envolvidas com metabolismo de glicose,
fatores hematopoiéticos (transferrina e heritropoietina) transportadores de
ions, além de proteinas envolvidas com a proliferacdo e a sobrevivéncia
celular (MYLONIS et al, 2010; FREZZA & GOTTLIEB, 2009; DE
BERNARDINIS et al, 2008). A atividade de HIF-1la ndo somente estimula a
glicolise, induzindo a transcricAo de genes e a traducdo de numerosas
enzimas (glicoliticas, mas também atenua a atividade mitocondrial,
destacando-o como um regulador do metabolismo celular em céanceres
(YOUNG & ANDERSON, 2008)

Outra proteina que esta presente nas células tumorais regulando seu
metabolismo energético € a Akt. A Akt fosforilada estimula o consumo de
glicose em células tumorais sem afetar a taxa da fosforilacdo oxidativa e o
estimulo ao consumo de glicose se deve, neste caso, pelo aumento da
atividade da enzima glicolitica que esta associada a mitocondria, a
hexocinase, responsavel pela fosforilagdo da glicose 6-fosfato (Figura 06)
(YOUNG & ANDRESON, 2008)

Nas células tumorais também sédo encontradas Myc, que sdo ativadas

em varias vias de sinalizacdo importante no controle do crescimento celular e
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tumorgénese. Entre muitos alvos para Myc estdo os genes da glicélise o que
leva a0 aumento nas taxas da producédo de lactato, mesmo sob condi¢cbes
aerdbicas por superexpressar a enzima lactato desidrogenase A (LDH-A)
(FREZZA & GOTTLIEB, 2009).

Mitocondrias de células cancerigenas tém menos cristas mitocéndrias
do que em células normais. O complexo protéico da cadeia respiratoria
mitocondrial apresenta atividade diminuida em cancer devido a diminuigdo da
expressdo de subunidades codificadas pelo DNA mitocondrial (Figura 06).
Além disto, mutacdes em genes nucleares envolvidos em transducdo de
energia mitocondrial, tais como as fumarase e succinato desidrogenases,
podem causar predisposicdo a alguns tipos de sindromes neoplasicas
(FREZZA & GOTTLIEB, 2009).
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Figura 7. Mitocondria como um alvo para multiplos eventos de transformacao
metabdlica: Principais transformacdes metabdlicas em células
cancerigenas sao induzidas pela reprogramacdo genética e
mudanc¢as ambientais. A ativacdo de oncogenes da Akt e Myc e a
perda dos genes da p53 supressores de tumor Sao 0s eventos mais
freqientes em céancer. Além disto, todos os tumores solidos séo
expostos ao estresses oxidativo e a hipéxia o que ativa a HIF, que
provocam mudancas dramaticas no metabolismo mitocondrial
desviando a via do metabolismo oxidativo para a via glicolitica.
Complementando, lesbes genéticas diretas a molécula de DNA
mitocondrial ou alteragdes na codificacdo de enzimas mitocondriais
nucleares como a fumarato desidrogenase e na succinato
desidrogenase (FS e SDH) podem diretamente revogar a
fosforilacdo oxidativa em cancer (FREZZA & GOTTLIEB, 2009).
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Em 2008, Lopes-Lazaro propbés que ceélulas cancerigenas tém um
metabolismo deséxico: ao invés de reduzir em H,O via fosforilagdo oxidativa,
oxigénio é transformado em ROS superdoxido (Oz) e hidroperéxido de
hidrogénio (H,O,) ativando a via glicolitica e formacdo de acido lactico. ROS
superéxido provoca a alcalinizagcdo intracelular sem comprometer a
integridade celular, consumindo protons da redugdo de O2 em H202 e
estimulando PKF-1, uma enzima chave da glicdlise (FERREIRA, 2010). A
producdo de EROS pelo complexo Il da cadeia respiratéria parece esta
envolvida na estabilidade da HIF-1 durante a hipoxia. Como hipdxia aumenta a
formacéo de ROS, a ativagao do complexo lll, entdo diminuiu a conversao de
piruvato em Acetil-ScoA, diminuindo os niveis de fosforilagdo oxidativa
(KLIMOVA & CHANDEL, 2008).

2.4.3 Via canbnica da Wtn e cancer

A via de sinalizacdo Wnt/B-catenina desempenha um papel essencial
no desenvolvimento embrionario, na regulacdo da proliferacdo, na migracao e
na arquitetura celular e tecidual, sendo também, importante na homeostasia
de tecidos em organismos adultos. Porém, a desregulacdo desta via
desencadeia atividades que estdo intimamente ligadas a carcinogénese
(ZHANG et al., 2011).

A sinalizagdo da Wnt pode ser classificada em duas vias: canonica e
nao canodnica. A via ndo canodnica atua de forma independente de B-catenina
(MCDONALD & SILVER, 2009).

A via canbnica de Wtn tem a proteina B-catenina como componente
central. Na auséncia da Wnt, a [(-catenina € fosforilada na regido amino
terminal por um complexo de proteinas que consiste em axin, glicogénio
sintese quinase-3 (GSK-3), coli polipose adenomatosa (APC) caseina quinase
1 (CK1). A B-catenina fosforilada € reconhecida pela B-TrCP, um componente
do complexo da E3 ubiquitina ligase, que promove a sua ubiquitinacdo
seguida de degradacdo (ZHANG, et. al, 2011). Sendo assim, a principal
funcdo desta via € regular a protedlise da B-catenina através da fosforilacdo e
degradacao via ubiquitina-proteosoma evitando seu acumulo citoplasmatico
(McDONALD & SILVA, 2009).
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A proteina ligante Wnt associada ao seu receptor induz a dissociagcao
do complexo de destruicdo da B-catenina, o que diminui a sua fosforilagdo e
subsequente degradagcdo. Sendo assim, a [-catenina citoplasmatica é
translocada para o nacleo onde se liga a fatores de transcricdo e genes de
expressado da atividade da Win. Portanto, regulacdo inapropriada e ativacao
desta via estdo associadas com varias doencas degenerativas, incluindo
cancer. Recentes estudos tém demonstrado que a via Wnt5a pode aumentar a
motilidade de células malignas e a invasdo tumoral tais como: céancer de

mana, melanoma e cancer gastrico (AMADO, et al., 2011).

2.5 Angiogénese

A angiogénese € um processo fisiologico definido como a formacéo de
novos vasos a partir de vasos pré-existentes que ocorre durante a formacao
de novos tecidos, onde sao requeridos nutrientes e oxigénio para o
crescimento celular. Este processo é, portanto, crucial em estagios tumorais
tais como: crescimento, invasdo e metastase. No entanto, a angiogénese em
tumores € bastante diferente daquela vista em tecidos normais, apresentando
vasos vazantes com diametro irregular e paredes finas, com fluxo sanguineo
aberrante e areas de necrose (RAMOS, 2008).

As células tumorais comeg¢am a promover a angiogénese ja nas fases
iniciais da tumorgénese. O processo de angiogénese é resultado do balanco
entre fatores estimulatérios, como o VEGF (fator de crescimento de célula
endotelial vascular), PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas), TGF-
a e B, FGF-2 (fator de crescimento de fibroblastos tipo 2) e citocinas pro-
inflamatérias como TFN-a (fator de necrose tumoral — a) e fatores inibitérios
como interferons, angiostatinas, endostatina, trombospondina e inibidores de
metaloproteinases. Ao longo da transformacdo maligna, ha aumento da
expressdo das proteinas proé-angiogénica e diminuicdo das proteinas
supressoras da angiogénese, algumas delas controladas por TP53 (KERBEL
& FOLKMAN, 2002).
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2.6  Mecanismos bioquimicos da Morte Celular Program  ada

O mais importante processo de regulacdo de crescimento das células é
o programa de morte celular (MCP), processo evolucionariamente conservado
que decide o destino da célula e que vem atraindo crescente atencdo no
tratamento do cancer (LIU et al., 2011; CRIMI & ESPORTI, 2010).

Os programas que melhor caracterizam a morte celular sdo apoptose
(tipo | de MCP) e autofagia (tipo Il de MCP), sendo estas duas vias principais
mediadas por receptores e por sinalizacdo mitocondrial (CRIMI & ESPORTI,
2010). O Tipo | de MCP é critico para a auto-destruicdo celular por uma
variedade de processos, tais como o0 desenvolvimento ou prevencdo de
transformac&o oncogénica. Existe ainda o tipo Ill de MCP ou necroptose que
também serve para desencadear a morte da célula (PORTT et al.,, 2010;
EISENBERG et al., 2009). Apesar de apoptose e autofagia terem
caracteristicas morfolégicas e processos fisioldgicos distintos, existe uma
intricada colaboracéo entre eles (LIU et. al, 2011; ANDREW, 2008). Recentes
estudos tém salientado que apoptose e autofagia podem estar interconectadas
e mesmo simultaneamente reguladas pelo mesmo processo em células
tumorais (LIU et al., 2011; CHENG et al., 2009).

MORTE CELULAR PROGRAMADA (MCP
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Figura 8. Tipo | de morte celular programada (MCP) ou apoptose. Outras
formas alternativas de MCP incluem tipo Il (autofagia) e tipo Il
(Necrose) (FERREIRA et. al, 2004).
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2.6.1 Vias de sinalizacdo em cancer: Autofagia e ap  optose

E crescente a constatagdo da importancia da via de autofagia em
respostas fisiolégicas ao estresse bem como em processos patofisioldgicos
tais como o cancer, doencas neurolégicas e cardiologicas a partir do grande
namero de publicacdes que retrataram o assunto em 2010 (CHERRA et al.,
2010; MORSELLI et al.,, 2010; MADEO et al., 2010). Acredita-se que a
autofagia basal funciona inibindo o desenvolvimento tumoral, enquanto que a
autofagia em excesso ocorre em células tumorais estressadas pelo tratamento
quimioterapico. Assim, inibidores de autofagia sdo atualmente usados e
muitos outros sao desenvolvidos para servir como adjuvantes para
quimioterapicos (LIU et al., 2011, MORSELLI et al., 2009).

Autofagia, processo pelo qual células reciclam constituintes celulares, é
uma adaptacgdao critica ao jejum e desempenha um importante papel na funcao
normal das células e na morte celular programada (MADEO et al., 2010). Em
nivel macromolecular, a autofagia envolve a formacéo e emersao subsequente
de constituintes celulares destinados a reciclagem dentro dos
autofagossomas. Os autofagossomas maduros fundem-se com lisossomas
para formar autofogolisossomas e a carga celular €, entdo, degradada em
elementos basicos para a sintese de novos componentes celulares e/ou
usados para producédo de energia celular (KROEMER & LEVINE, 2010).

Estudos tém mostrado que a autofagia protege as células de estresses,
incluindo o estresse encontrado em varias doengcas como esquemia cardiaca
e cancer (CHEN & DEBNATH, 2009; CHENG et al., 2009, PORTT et al.,
2010).

A apoptose, que em grego significa “apo” a partir de e “ptose” falha, é
caracterizada pelo encolhimento das células que sédo a seguir fagocitados por
células vizinhas, podendo formar corpos apoptéticos. As alteracOes
morfolégicas observadas sdo consequéncias de uma cascata de eventos
moleculares e bioquimicos especificos e geneticamente regulados. A morte
fisiol6gica da célula, conhecida como apoptose, desempenha um papel
importante na homeostasia e no desenvolvimento do organismo multicelular,
livrando-se de células danificadas ou infectadas que podem interferir no seu

funcionamento normal. O desequilibrio entre a proliferacdo celular e morte
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celular apoptotica resulta em uma série de doencas como, por exemplo, o
cancer (PORTT et al., 2010; RUSAK et al., 2005; CHI et al., 2003).

S&o duas as principais vias envolvidas no mecanismo bioquimico da
apoptose: extrinseca e intrinseca. A via extrinseca é mediada por um
subgrupo da superfamilia de receptores de fator de necrose tumoral (FNTT),
que incluem Fas e TRAIL. A ativacado destes receptores leva ao recrutamento
e ativacdo de caspases iniciadoras, tais como as caspases 8 e 10. Este
processo envolve a formacdo e a ativacdo de complexos tais como DISC
(complexo sinalizador e indutor de morte) e que, por sua vez, promove a
ativacao das caspases efetoras, como por exemplo, a caspase 3 (BRAS et al.,
2005; FULDA, 2009; DUPREZ et al., 2009, WHELAN et al., 2010). A caspase
3 ativa é responsavel pela clivagem dos assim chamados substratos da morte,
que levam a morte celular, incluindo a fragmentacdo do DNA nuclear e da
membrana e a outras mudancas bioquimicas (WHELAN et al., 2010;).

A via intrinseca da apoptose é largamente centrada e/ou regulada pela
mitocondria. O mecanismo mais amplamente estudado desta via é a liberacao
do citocromo C mitocondrial que recruta Apaf-1 e procaspase-9, resultando na
formacdo de complexo chamado apopsoma. A seguir, inicia-se uma cascata
de reacdes envolvendo as caspase 9 e 3, que clivam substratos apoptéticos
tais como PARP, que promove a morte celular apoptética (PORTT et al., 2010;
LIU et al.,, 2011). Contudo, estas duas vias de sinalizacdo e a via final das
caspases sao reguladas por varias proteinas, tais como: p53, Bcl2, NFkB e
MAPKSs que funcionam em vias comuns.

A proteina p53, um fator de transcricdo nuclear, pode atuar prevenindo
o aparecimento de células anormais. A p53 tem como funcao fisioldgica a
regulacdo do ciclo celular podendo promover a interrup¢cdo do mesmo ou a
apoptose em resposta ao dono no DNA. Algumas investigacfes clinicas
indicam que em situacfes anormais, tais como quimioterapia e UV, o DNA
danificado pode ativar a expressao da proteina p53 resultando em parada do
ciclo celular. Se o dano nao for reparado completamente, uma ativacéo
exacerbada da p53 leva a estagnacdo do crescimento tumoral ou a apoptose
(WANG et al,, 2011). Quando o gene p53 apresenta-se multado pode
comprometer o sinal principal apoptotico que a mitocondria recebe na via

intrinseca favorecendo a carcinogénese (YU et al., 2003).
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A proteina p53 promove a morte celular ativando varios reguladores de
apoptose da familia de receptores DR5 e da familia das proteinas Bcl-2 (LIU et
al., 2011). Além da proteina p53, as proteinas da familia Bcl-2, que participam
de mudltiplos processos celulares, podem ser amplamente usadas como
drogas alvos para tratamento pré-clinico e clinico de cancer. Os membros da
familia Bcl-2 podem ser divididos em proteinas pro-apoptose (Bax e Bak) e
proteinas anti-apoptose (Bcl-2 e Bcl-X1), que desempenham um papel
antagbnico na regulacdo da apoptose. Devido as diversas vias de regulacdo
apoptética, diferentes subfamilias, quando induzidas, contribuem para
distinguir resultados pro-tumorgéneses ou pro-morte celular (ADAMS &
CORY, 2007; KROEMER et al., 2007).
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Figura 9. Modelo sobre a via de sinalizacdo da apoptose. Pela via extrinseca,
ocorrera a ativacao de receptores de membrana, transmitindo sinais
para o interior da célula e ativando inicialmente a caspase-8 ou
caspase-10. A via intrinseca, ativada por estresse celular, € mediada
pela liberacdo do citocromo ¢ pela mitocéndria, levando a ativacao
da caspase-9. Essas duas vias levam a ativacdo da caspase
efetoras 3 (vias coloridas de cinza) (LIU et al., 2011).
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2.6.2 Apoptose induzida pelo estresse do Reticulo
Endoplasmatico Rugoso

Varias condi¢bes fisiopatologicas como hipdxia, deplecdo de calcio,
injuria oxidativa, hipoglicemia e infeccdo viral podem afetar o equilibrio do
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e interferir na montagem adequada de
proteinas, causando, em ultima analise, um desequilibrio entre a montagem
da proteina cargo e sua capacidade funcional. Esta condicdo celular é
conhecida como “estresse RER” (VERFAILLE et al., 2010).

O RER é uma organela celular crucial na biossintese de compostos
importantes na sinalizacdo de fungBes em células eucaritticas. Esta organela
€ responséavel pela sintese, montagem e modificacdes pos-traducionais em
proteinas destinadas a via secretoria. Estas proteinas, no RER, sdo assistidas
por varias chaperonas como, por exemplo, a BiP e proteina dissulfeto
isomerase (PDI) (SCHROTHER & KAUFMAN, 2005;).

O estresse RER ¢é inicialmente moldado para restabelecer o equilibrio
interno do RER através da ativacdo de uma via intracelular de transcricéo,
denominada resposta a proteinas desdobradas (unfolded protein response,
URP). Entretanto, quando a condicdo de estresse no RER for muito grave e
prolongada ou n&o pode ser resolvida, a via UPR muda a resposta de pro-
sobrevivéncia para pro-morte celular, geralmente culminando na ativacdo da
via intrinseca da apoptose. Além disto, evidéncias cientificas implicam a via de
estresse RER na ativagdo de varios processos inflamatérios e em torno de
microambientes tumorais. De fato, a via de estresse RER, em algumas
modalidades experimentais, mostrou promover imunidade anti-tumoral por
aumentar a imunogenicidade em células cancerigenas (VERFAILLE et al.,
2010; GHOSH et al., 2010).

2.7 Linhagens de células carcinogénicas testadas

271 Leucemias

As leucemias sédo neoplasias malignas que acometem as células do

sangue e tem a sua origem na medula 6ssea (COTRAN et al., 2005). As

células maduras do sistema hematopoiético (sistema sanguinea) se originam
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da célula tronco pluripotente que reside na medula Ossea. Inicialmente, a
célula-tronco se diferencia em dois tipos, a célula pluripotente mielbide
(heméacias, plaquetas, granulécitos e mondcitos), e a célula plirupotente
linféide que se diferencia em células linféides como linfécitos B e T (GOLAN et
al., 2009).

As leucemias sdo geralmente caracterizadas pela producéo
descontrolada de leucdcitos anormais na medula éssea, o que compromete a
formacdo e maturacdo das células normais. A leucemia mieldide tem a sua
origem nas células da linhagem mieldide e a leucemia linféide se origina de
células da linhagem linféide, nos dois casos observa-se um grande namero de
células neoplasicas no sangue periférico. Os linfonas sédo originados de
células das linhagens linféide e correspondem a proliferagcbes na forma de
massa tecidual principalmente nos linfonodos, que muitas vezes se
manifestam como um quadro leucémico, acompanhado de extenso
comprometimento da medula 6ssea, 0 que acarreta na presenca de células
neoplasicas no sangue periférico. As células leucocitarias (linfécitos,
granulécitos e mondcitos, ver figura 5) sdo responsaveis pelas respostas
imunolégicas o que aumenta o risco de infec¢des potencialmente graves em
pacientes com leucemia (COTRAN et al., 2009; KUMAR et al., 2005).

Conforme o tipo celular envolvido e o estagio de maturacdo as
leucemias podem ser classificadas em aguda, caracterizadas por rapida
proliferacdo de células imaturas denominadas blastos, e cronicas,
caracterizadas por crescimento de células maduras bem diferenciadas. Assim,
as leucemias podem ser classificadas em leucémicas mielociticas
(mieloblasticas) agudas, leucemias mielociticas cronicas, leucemias linfociticas
(linfoblasticas) agudas e as leucemias linfociticas crénicas. Entretanto, existem
patologias raras como o linfoma histiocitico, disturbio proliferativo dos
histiocitos e macréfagos (origem mieldide), que se manifestam na forma de
linfoma maligno com infiltracdo na medula Ossea. As leucemias sao
constituidas principalmente por células das linhagens leucocitarias e os fatores
predisponentes sdo 0s mesmo envolvidos nos outros tipos de neoplasias que,
de forma geral, tem a sua origem na lesdo do DNA (KUMAR et al., 2005).

Leucemia linfocitica aguda infantii € uma doenca que atinge varios

linfécitos em desenvolvimento que atinge criangas causando morte se nao for
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controlado. Leucemia linfocitica pré-aguda em criancas € frequentemente
marcada por: (a) varias reacbes alérgicas, (b) frequentes infecgbes virais
respiratérias e febre, Suspensdo do apetite e alteragdo do paladar, (c)
suspensdo do crescimento, (d) letargia e depresséao, (f) diarréia, (g) odores
corporais, cada uma destas condi¢des pode estar relacionado a deficiéncia de
zinco (COTRAN et al., 2009).

Todos os tipos de leucemias sao tratadas com quimioterapias para
matar as ceélulas leucémicas, sendo importante o suporte dietético e o
suplemento de zinco devido aos baixos niveis de zinco sérico em leucemia
infantil. Células leucémicas contem muito menos zinco do que as células
normais, sugerindo um erro no metabolismo do zinco. Este mineral é
importante para a funcdo genética, imunoldgica adequadas, formacao de
células vermelhas, funcdo de Orgdos, musculos e o0ssos, estabilidade da

membrana celular, crescimento, divisao e diferenciacéo celular (EBY, 2005).

2.7.2 Melanomas

Os melanécitos na pele humana representam um grupo complexo de
células que principalmente conferem cor a pele, eles sédo distribuidos como
células individuais dentro da camada basal da epiderme. Estas células néo se
dividem rapidamente, mas podem ser estimuladas por fatores ambientais,
como a luz ultravioleta (UV), o que lhes permite dividir e produzir pigmentos
citoprotetores (BOGENRIEDER & HERLYN, 2010).

O melanoma cutaneo, cancer originado de melandcitos transformados, € a
neoplasia maligna que vem apresentando maior crescimento na ultima década,
tornando-se um problema de saude publica (MORENO, 2012). Apesar de ser o
menos frequente dos canceres de pele, sua letalidade é a mais elevada devido
a sua alta possibilidade de metastase, o que representa uma resisténcia as
abordagens terapéuticas existentes (MONZON & DANCEY, 2012).

Os fatores de risco para o melanoma estdo relacionados ao historico
familiar, maltiplas manchas benignas ou atipicas e um melanoma anterior.
Imunossupresséao, sensibilidade ao sol, e exposicao a radiacao ultravioleta sdo
fatores de risco adicionais. Cada um destes fatores de risco, relacionados a

uma predisposicdo genética ou um fator ambiental, irdo contribuir para o
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desenvolvimento do melanoma (ARLO et al., 2006).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima-se que,
anualmente, ocorram cerca de 130 mil casos novos desse cancer no mundo, e,
a prevaléncia, seja por volta de 2% (WHO, 2012). No Brasil, as estimativas
para o ano de 2012, validas também para o ano de 2013, apontam a ocorréncia
de aproximadamente 3.170 casos novos em homens e 3.060 casos novos em
mulheres, as maiores taxas estimadas em homens e mulheres encontram-se
na regido Sul (INCA, 2012).

No momento do diagndstico, cerca de 20% dos pacientes com melanoma ja
possuem a doenca metastatica e uma vez que tenha ocorrido a metastase, a
média de sobrevivéncia € de apenas 6-9 meses (TARHINI & AGARWALA,
2006). Existem poucos agentes quimioterapicos disponiveis para o tratamento
de melanoma metastatico, e aqueles que tém sido utilizados produzem
resultados insatisfatorios, além disso, o tratamento é invariavelmente
acompanhado por efeitos colaterais, incluindo nausea, perda de cabelo e
susceptibilidade maior as infec¢cbes (HOWE et al.,, 2001). A necessidade de
novas abordagens para o tratamento de melanoma inclui o encontro de
farmacos cujos beneficios sejam confrontados com a toxicidade, na procura de
um indice terapéutico favoravel (FOYE & SANGUPTA, 1996).

A metastase € um processo complexo, e que envolve uma cascata de
eventos, incluindo proliferacdo, invasao, aderéncia e migracdo de células
tumorais para sitios adjacentes ou distantes do tumor de origem (WEINBERG,
2008). Ao longo do processo metastatico, 0 passo limitante € a quebra de
barreiras no tecido conjuntivo, como a matriz extracelular (ECM) e a membrana
basal (BM) (YOON et al., 2003). Consequentemente, a degradacéo da ECM e
da BM é um acontecimento essencial no processo de metastase (CHA et al.,
2011).

Consistente com essa definicdo, a invasdo e migracdo sao altamente
relacionadas com a atividade de metaloproteases de matriz (MMPs), uma
familia de endopeptidases estruturalmente relacionadas e dependentes de
zinco, que regulam muitos processos envolvidos na evolugdo do tumor, tais
como a migracdo e crescimento celular e degradacédo da matriz extracelular e
membrana basal (STERNLICHT et.al., 2001). Notavelmente o aumento da

expressdo de MMP-1, MMP-2, MMP-9 foram relacionadas como fendtipo
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invasivo em linhagens de melanoma humanas e murinas em diferentes estudos
(FOLEY et al., 2012; VILLANUEVA & HERLYN, 2008; MAHABELESHWAR &
BYZOVA, 2007, HOFFMAM et al., 2000).

Durante a disseminacdo metastatica de células tumorais, a
desagregacao da ECM é alcancada através da acdo de enzimas que incluem
além das MMPs, o ativador de plasminogénio do tipo urokinase (uPA),
catepsinas, entre outras moléculas liberadas tanto pelas proprias células
tumorais quanto por células adjacentes ao tumor (BROOKS et al., 2010). A
liberacdo ocorre em resposta a ligacdo da célula tumoral com a membrana
basal através de vias de transducéo de sinal envolvendo integrinas. Assim, as
moléculas MMP-1, MMP-2e MMP-9, além da uPA e catepsinas sdo atraentes
alvos terapéuticos contra a invasao tumoral e metastases contribuindo para o
tratamento de melanoma metastético (BANDARCHI et al., 2010).

2.7.3 Cancer de pulméao

No comeco do século 20, cancer de pulméo era uma doenca rara, que
acometia uma pequena parcela da populagcdo, sem grande impacto
demografico mundial. Entretanto, no final deste século, este tipo especifico de
cancer tornou-se a principal e mais comum causa de morte entre a populacao
dos Estados Unidos, do Reino Unido e do mundo (ALBERG & SAMET, 2005).
A ocorréncia de muitos casos de morte pode ser explicada através de agentes
ambientais: fumar cigarros foi identificado como a causa predominante de
mortes em 1950. Com o papel do cigarro bem estabelecido, pesquisadores de
cancer de pulméao focaram suas pesquisas em fatores ambientais e genéticos
que determinam o risco de cancer de pulmdo em fumantes (FRANCO et al.,
2008).

O cancer de pulm&o é o mais comum de todos os tumores malignos,
apresentando um aumento por ano de 2% na sua incidéncia mundial. Noventa
por cento dos casos diagnosticados estdo associados ao consumo de
derivados de tabaco. No Brasil, este tipo de cancer foi responsavel por 14.715
Obitos em 2000, sendo o tipo de cancer que mais fez vitimas (INCA, 2010).

Histologicamente quase todos os tipos de canceres de pulmao sdo de

origem epitelial e incluem dois subtipos principais: pequenas células (small cel
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lung cancer) e ndo-pequenas ceélulas (non small cel lung cancer). O tumor do
tipo ndo-pequenas células corresponde a um grupo heterogéneo composto de
trés tipos histolégicos principais e distintos: carcinoma epidermdide, também
conhecido como carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma e
carcinoma de grandes células, ocorrendo em cerca de 80% dos pacientes
diagnosticados com céancer de pulmdo (HARTWALL et al., 2011;
HOLDENRIEDER & STIEBER, 2010). A frequéncia destes subtipos de
canceres de pulméo varia de acordo com o0 sexo: carcinoma epidermoide
corresponde a 44 % em homens e 25 % em mulheres, enquanto que
adenocarcinoma corresponde a 28% em homens e 42% em mulheres
(MOUNTIZIOS et al., 2011).

Dentre os tipos celulares restantes (pequenas células), destaca-se o
carcinoma indiferenciado de pequenas células, com os trés subtipos celulares:
linfocitdide, intermediario e combinado (células pequenas mais carcinoma
epidermdide ou adenocarcinoma) sendo responsavel pelos 20% restante
(MOUNTIZIOS et al., 2011).

Raramente o carcinoma pulmonar de pequenas células (CPPC) é
assintomatico (10%). Quando sintomético (90%) pode traduzir apenas
manifestacdes locais (tosse, hemoptises, dispnéia, toracalgia, pieira); estar
associado a manifestagcdes localmente avancadas (rouquiddo, disfagia,
sindrome da veia cava, derrame pleural) e as manifestacbes extra-toracicas
tradutoras de metastizacdo Ossea, cerebral ou hepatica; ou manifestar-se
como quadros paraneoplasicos (HARTWELL et al., 2011; MASTERS &
KYONG, 2004; MELO, 2003).

Em 49% dos pacientes ha lesdo metastatica Unica; duas lesbes em
21% e trés lesdes em 13%. O tratamento focal se aplica em 70 % dos casos.
O tipo de cancer de pulmé&o de pequenas células é altamente agressivo, de
crescimento rapido e de ampla metastase. Frequentemente desenvolve
resisténcia ao tratamento por radiacdo e por quimioterapia e se apresenta em
um estagio tardio demais para uma intervencao cirdrgica. A expectativa de
vida dos sobreviventes pode ser prolongada com tratamento quimioterapico,
mas, infelizmente, ndo é de longa duracdo. Sem o tratamento, o prognostico €
ruim com uma expectativa de vida média de 2 a 4 meses. (HARTWELL et al.,

2011). Somente 3 a 8 % de todos os pacientes sobrevivem cinco anos e a
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media de sobrevivéncia para a doenca com estagio avancado € de 8 a 13
meses (POLLOCK, 2010).

Considerado uma doenca letal, o cancer de pulmdo de pequenas
células é a mais comum causa de cancer relacionada a mortalidade no mundo
(SUTHERLAND, 2011). Segundo HARTWELL (2011), o cancer de pulmao de
peguenas células é o mais devastador e atinge estatisticamente 10 a 20 % da
populacéo do Reino Unido.

A maioria dos pacientes com cancer de pulméo em estagio avancado

apresenta quadro de perda de peso(BLUM et al., 2011).

2.7.4 Caracteristicas das Linhagens de células canc erigenas

testadas

A linhagem de célula U937 e THP-1 sdo de origem humana do tipo
leucémica linféide histiocitica e leucémica monocitica aguda, respectivamente.
Sao tumores malignos e metastaticos, ndo aderentes e que atinge tecidos
linféticos mieldcitos e tecido sanguineo periférico, respectivamente.

A linhagem humana SK-MEL-5 e a linhagem murina B16F10 sé&o
origem melanémica, de tumores solidos, malignos, metastaticos e aderentes.

A linhagem humana H450 € um carcinoma de pulméo de ndo pequenas
células (CPNQC). Tumor agressivo, maligno, metastatico, aderente.

Todas as linhagens de célula testadas sao cultivadas em meio D-MEM
F12 (Gibco, BRL) suplementado com 20ug/mL de gentamicina (Gibco, BRL) e
10% de soro fetal bovino (Gibco, BRL).

As linhagens de células tumorais aderentes sdo tripsinadas para

suspensao das células e posterior cultivo celular (ATCC, 2013).

2.8 Epidemiologia e etiologia do cancer no mundo e no Brasil.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou que, no ano 2030,
podem-se esperar 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhGes de
mortes por cancer e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer. O
maior efeito desse aumento vai incidir em paises de baixa e média rendas
(INCA, 2012).
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Figura 10. Representacao espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil
homens, estimadas para o ano de 2012, segundo Unidade da
Federacdo (todas as neoplasias malignas). As regides Sul e
Sudeste, de maneira geral, apresentam as maiores taxas,
enquanto as regides Norte e Nordeste as menores (INCA, 2012).
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Figura 11. Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil
mulheres, estimadas para o ano de 2012, segundo Unidade da
Federacdo (todas as neoplasias malignas). As regides Sul e
Sudeste, de maneira geral, apresentam as maiores taxas,
enquanto as regides Norte e Nordeste as menores (INCA, 2012).
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A etiologia do cancer € variada, podendo ser externa, ligada ao meio
ambiente, ou geneticamente pré-determinada, estando ambas inter-
relacionadas (WANG, 2010, RUANA-RAVINA et al., 2010).

Dos fatores que favorecem o aparecimento do cancer, o mais
preocupante € o fator ambiental, responsavel por 80 % dos casos. Entre as
mortes por cancer atribuidas a fatores ambientais, a dieta contribui com 35%,
seguida pelo tabaco (30%) (GAROLFO et al., 2004). Outros fatores de risco
associados ao desenvolvimento de céncer incluem um ambiente envolvendo
usuarios de tabaco, classe social, habitos dietéticos, consumo alcodlico,
atividade fisica, poluicdo do ar e exposi¢cdo ocupacional (SWIATKOWSKA,
2007).

O alto consumo de frutas e vegetais podem reduzir o risco de cancer.
Este conceito € baseado em grande numero de estudos. Por exemplo,
estudos nos USA mostraram que uma associagao invertida entre o consumo
de frutas e vegetais em 5 anos e a incidéncia de cancer. A chamada dieta
mediterranea (que preconiza consumo maior de frutas e verduras e moderado
consumo de carnes, ovos leites e derivados) mostrou esta intimamente
associada a diminuicao do risco de cancer. Um estudo na Italia, mostrou, por
exemplo, que o consumo diério, por um periodo de 8 anos, de seis ou mais
vegetais, frutas, cereais, 0leo de oliva, vinhos e baixo consumo de carnes,
leite e derivados apresentou baixa incidéncia de cancer quando comparada
aos que consumiam menos que seis deste itens (MEURMAN, 2010).

O risco atribuivel ao tabagismo, de 90% em homens e 70% em
mulheres, torna o tabaco um fator causal de suma importancia. Dados da
Organizacdo Mundial de Saude estimam que, atualmente, 5,4 milhdes de
Obitos séo atribuidos ao tabagismo. (MALTA et al., 2010).

No Brasil, o tabagismo é responsavel por 20 milhdes de 6bitos ao ano.
Todavia, a reducdo do uso diario de tabaco diminui o risco de varias doencas
cronicas degenerativas e da incidéncia de cancer, em especial o de pulméo
(PISINGER et al. 2007). Em 2008, o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), em conjunto com o Instituto Nacional de Cancer (INCA),
conduziram o mais recente inquérito sobre tabagismo em maiores de 15 anos
de idade. Foi constatado que 17,5% faziam uso regular de tabaco, equivalente
a 25 milhdes de pessoas (FILHO et al., 2010).
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Estudos epidemiolégicos tém demonstrado um nexo causal entre
tabagismo e carcinoma de pulm&o. As principais alteragcbes moleculares do
cancer pulmonar envolvem genes de supressao tumoral, protoncogenes e
fatores de crescimento (DUARTE & PASCHOAL, 2005).

Desde o estabelecimento da relacdo entre tabagismo e céancer de
pulmdo h&d 60 anos, o numero de tumores malignos com evidéncias de
associacao causal com o tabagismo tem aumentado. O declinio do consumo
de tabaco na populacao brasileira tem sido constante desde a década de 80.
A maior prevaléncia de fumantes foi detectada na regido sul (19%), e os
menores percentuais nas regides centro Oeste e Sudeste (16,9%) (FILHO et
al., 2010).

Como observado na tabela 02, desde o classico estudo de Doll e Hill,
em 1957, que identificou uma estreita associacao entre 0 consumo de cigarros
e cancer de pulméo, novas evidencias ndo s6 confirmam esta relacdo, bem
como, demonstram outros tumores malignos associados a pratica do consumo
de tabaco (FILHO et al., 2010).

Tabela 1. Evolucéo das localizacdes de cancer com relacdo com o tabagismo

Publicacao (Ano) Tumores para os quais ha evidéncias suficientes
Doll & Hill (1957 Pulméo
Doll & Peto (1981)* Pulmao, boca, faringe, laringe e esofago, pancreas, rins, bexiga

IARC Monographs, Volume 38 (IARC 1986)™ Trato respiratorio, trato digestivo superior, pancreas, pelvis renal,
bexiga

IARC Monographs, Volume 83 (IARC 2004)* Pulmaa, boca, naso-, oro-, e hipofaringe, cavidade nasal e seios
paranasais, laringe, estfago (adeno e espinocelular), estomago,
pancreas, figado, rins (corpo e pélvis), uretra, bexiga, colo uterino,
medula ossea

IARC Monographs, Volume 100, parte E, 2010 Pulmao, boca, naso-, aro-, e hipofaringe, cavidade nasal e seios

(Secretan et al. 2009 paranasais, laringe, esofago (adeno e espinocelular), estomago,
colorretal, pancreas, figado, rins (corpo e pélvis), uretra, bexiga, colo
Uterino, ovario (mucinoso), medula dssea (leucemia mieldide)

Em negrito os tumores acrescentados a cada nova avaliaao / New sites added at each new evaluation in bold.

Fonte: (FILHO et al., 2010).
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2.8.1 Mecanismo bioquimico do tabaco na etiologiad o cancer.

A correlagdo entre tabaco e cancer ndo é baseada somente na
evidencia epidemiologica: cancer proveniente de fumantes frequentemente
abriga um ponto tipico, mas nao especifico, de mutacéo, caracterizado por
transicdo de G=C — A=T ao longo do gene locus TP53 atribuido,
provavelmente, ao DNA danificado por benzopirene, uma das notérias
sustancias carcinogénicas da fumaca do cigarro (MOUNTZIOS et. al, 2008;
MOUNTZIOS et al., 2010).

O céancer de pulméo é invasivo, geralmente provocado pelo cigarro,
pode abrigar diferentes alteracbes génicas que vao desde mutagdes pontuais
em genes especificos até delecdes de grandes regides cromossomais. Dentre
as delecbes génicas encontradas em todos os tipos de cancer, as mais
comuns sdo: LOH 3p, mutacdes do gene Tp53, mutacbes do gene PRDb
(MOUNTZIOS et al., 2008). A alteracdo génica LOH no cromossomo 3p, que €
a regido cromossomal onde esta localizado o gene supressor de tumor,
caracteriza-se por hipermetilacdo e desacetilacdo de histonas. As mutacdes
mais freqlentes no cancer de pulmédo acontecem nos genes supressores de
tumores TP53, que codificam a proteina p53, reguladora do ciclo celular. Este
gene encontra-se multado em até 50 % dos casos de CPNPC e em mais de
70 % dos casos em CPPC (VELCHETI & GOVINDAM, 2007). A segunda
mutacdo mais comum em cancer de pulmdo leva a inativacdo de genes do
retinoblastona Rb1 localizado em 13ql. RB1 é um gene codificador da
proteina Rb que atua como um bloqueador na fase de transicdo G — S1 do
ciclo celular. O mecanismo pelo qual esta via especifica afeta o processo de
transformacéo maligna parece ser diferente entre o CPPC e CPNPC. A
expressdo reduzida da Rbl é de 80-100% em tumores de CPCP. Estes
tumores mantém niveis normais de ciclina D1 e de inibidores de quinase
dependente de ciclina P16™. Por outro lado, a perda da expresséo de da
proteina RP1 é menos freqiente em CPNPC (15-35%), enquanto que a
inativacdo da P16™% esta presente em mais de 70 % dos casos e a
amplificacdo do gene da ciclina D1 pode ser detectados em 10 % dos casos

de carcinoma de células escamadas (MOHAMED et al., 2007).
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A transformacdo neoplasica, que € considerada uma anomalia da
expressao génica, pode ser exemplificada por um dos mais agressivos tipos
de cancer pulmonar, relacionado ao tabagismo (INCA, 2012; VELCHETI &
GOVINDAM, 2007). O mecanismo bioquimico que explica o desenvolvimento
do cancer de pulméo envolve a proteina Sonic Hedgehog (Shh). Esta proteina
€ responsavel pelo controle da multiplicacdo e diferenciacdo das células
pulmonares durante o desenvolvimento embrionério, mas, em adultos, o
proncogene responsavel pela sua codificacdo permanece inativo. No entanto,
entre os fumantes, este gene volta a se expressar para garantir a producao de
novas células pulmonares, a fim de compensar os danos causados pelos
componentes da fumaca do cigarro com o aumento do ritmo da multiplicacao
celular, aumentando a probabilidade de transformacéao neoplasica (VELCHETI
& GOVINDAM, 2007).
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Figura 12. Papel da SHh no desenvolvimento das vias de sinalizacdo da
tumorigénese.

2.9 Flavonoides: estrutura quimica e caracteristica s fisico-quimicas

da molécula

A palavra flavonoides tem sua origem do latim flavus e significa
amarelo. De fato, flores, frutos e folhas coloridas contém uma grande
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quantidade de pigmentos considerados flavonoides (tabela 02). Os flavonoides
formam um grande grupo de compostos naturais caracteristicamente contendo
um esqueleto carbonico C6-C3-C6, diferenciando-se na saturacéo do anel C e
no padrdo da hidroxilacdo (Figura 13). As seis maiores sub-classes de
flavonoides compreendem flavonas (ex: apigenina e luteonina), flavonols
(quercetina e mirecetina), flavononas (narigenina e hesperidina), catechinas
ou flavanois (epitatechina, gallocatechina), antocianinas (cianidina e
pelargonidina) e isoflavonas (genisteina e daidzina) (ATTOUB et al., 2011; et
al., 2010). Varias familias de plantas tém diferentes padrées de flavonoides,
bem como suas conjugacgfes, os quais desempenham importantes funcdes

bioquimicas e fisioldgicas em varios tipos de células (AMADO et al., 2011).

Tabela 2. Grupos de flavonoides, seus componentes e fontes alimentares.

Grupos Componentes Fonte alimentar

Havonas Apigenina Cascas de magas
Chrisina Cerejas
Kaempferol Bracolis
Luteolina Peles de frutas
Miricetina Cranberries
Rutina Uvas
Sibelina Alfaces
Quercetina Dliva

Alho

Havanonas Fisetina Frutas citricas
Hesperetina Peles de frutas citricas
Narigina
Naringenina
Taxifolina

Categuinas Catequina Vinhe tinto
Epicatequina Cha
Epigalocatequina galate

Antocianinas Cianidina Cerejas
Delfinidina Uvas
Malvidina Raspberries
Pelargonidina Uvas vermelhas
Peonidina Morangos
Petunidina Cha

Peles de frutas com pigmentos escuros

Fonte: VOLP et al., 2008

Os flavonoides sédo grupos de compostos polifenélicos e, embora néo
sejam considerados vitaminas, tém varias func¢des nutricionais que tém sido
descritas como modificadores de resposta biologica; a maioria atua como
antioxidantes e alguns tém propriedades anti-inflamatérias. Demonstrou-se
gue os flavonoides previnem ou retardam o desenvolvimento de alguns tipos
de cancer (LIU et al., 2010, ATTOUB et al., 2011).
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Figura 13. Estrutura do flovonoide morina (AMADO et.al, 2011).
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Figura 14. (A) estrutura do flavonoide naringina, (B) estrutura do flovonoide
rutina (GRASSI, 2010).

29.1 Propriedades farmacolégicas dos flavonoides

Varios estudos tém relatado que as propriedades antioxidantes e
antiinflamatodrias dos flavonoides contribuem para o controle e tratamento de
varias doencas cronico-degenerativas, tais como: aterosclerose, dislipidemias,
cancer, doencas neurodegenerativas, diabetes, doencas reumaticas, por se
tratar de doencas que estédo intimamente ligadas aos processos oxidativos e
inflamatérios (CHEN et al., 2011).

Os flavonoides apresentam diversas atividades bioldgicas: potenciais
antiinflamatorios, protecdo e prevencdo a doencgas cardiovasculares,
eliminag&o de radicais livres, reducao de presséo arterial, efeitos antitumorais,
antiespasmaodicos e antidiarréicos (YAN et al., 2011).

Produtos naturais, incluindo flavonoides, foram usados mundialmente
por centenas de anos como medicina tradicional para prevenir e tratar varias
formas de doencgas, incluindo o cancer. Vérios estudos tém mostrado que os

efeitos dos flavonoides sobre as doencas humanas sao mediados visando
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multiplas vias de sinalizacdo celular. A ingestdo diaria de flavonoides &
associada com varios efeitos benéficos como antioxidante, antiviral,
antiinflamatorio, acao hepatoprotetora, prevencdo  de doencas
cardiovasculares e efeitos antitumorais (AMADO et al., 2010; QUISPE et al.,
2005).

Trés novos flavonoides: lawsocrisina, lawsocrisinina e lawsonarigenina
foram isolados da folha de Lawsonia alba Lam, planta nativa do norte da
africa, e que apresentaram uma variedade de atividade biologica:
antimicrobiana , fungicida, estimulante de macrofagos, atividade
hepatoprotetora, analgésica, antiinflamatéria, antiprética, citotoxica,
antioxidante e imunomodulatoria (UDDIN et al., 2010).

Estudos epidemioldgicos sugerem que o alto consumo de frutas e
vegetais contendo flavonoides podem estar associados a diminui¢cdo do risco
de doencas cardiovasculares. O mecanismo que explica esta agcdo nédo é
muito claro, mas evidéncias sugerem que flavonoides podem exercer efeitos
melhorando a funcdo endotelial, inibindo a oxidacédo da lipoproteina de baixa
densidade (LDL), diminuindo a pressdo sanguinea e alterando o perfil
dislipidémico. Evidéncias recentes sugerem que polifenois, na forma
purificada, incluindo reverastrol, berberine e naringenina, apresentam efeitos
benéficos sobre dislipidemia em humanos (GRASSI et al., 2010; MULVIHILL &
HULFF, 2010).

Plantas ricas em luteolina foram usadas na medicina tradicional chinesa
para tratamento de varias doencas tais como hipertensdo, desordens
inflamatdrias e cancer. Luteolina diminuiu a viabilidade da linhagem de células
de cancer de pulméo (LNM35), célon (HT29), figado (HepG2) e mama
(MCF7/6) (ATTOUB et. al., 2011).

E notorio que a obesidade é um fator de risco para o cancer de célon.
Os flavonoides crisina, quercetina e mobilitina foram testados em ratos que
desenvolveram cancer de colon e que apresentavam fenotipos de obesidade e
diabetes. Os resultados sugerem que os flavonoides acima sdo capazes de
suprimir a fase inicial da carcinogénese de coélon em ratos obesos. Uma
explicacdo para esta propriedade é a inibicdo da atividade de proliferacao

celular causada pelos fatores de crescimento sérico. Os autores indicam que
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os flavonoides podem ser usados na prevencdo da carcinogénese do célon
em humanos obesos (MIYAMOTO et al., 2010).

Uma série de flavonoides naturais foi avaliada como potenciais
inibidores de trombina, onde miricina e quercetina mostraram ser 0s mais
potentes (LIU et al., 2010).

Estudos tém mostrado que o flavonoide quercetina (3,3,4°,5.7-
pentahidroxiflavone) inibe o crescimento de tumor mamario, ovariano,
colorretal, leucemia e de pulmao. Também foi demonstrado que a quercetina
inibe o crescimento in vitro de melanoma, provavelmente através do sitio de
ligacdo de estrogénios (CALTAGIRONE et al., 2000)

2.9.2 Atividade anticarcinogénica dos flavonoides

Ao longo dos Uultimos anos, existe um crescente interesse em
compostos fitoquimicos com potencial anticancer e baixa toxicidade (ATTOUB
et al., 2011). Os flavonoides sdo compostos polifendlicos que tem atraido
atencdo da comunidade cientifica como moléculas responsaveis pela
prevencdo de céancer por uma infinidade de mecanismos bioquimicos,
suprimindo a carcinogénese em modelos animais. Relatos demonstram um
efeito benéfico dos flavonoides em varios mecanismos envolvidos na genesis
do cancer, inclusive o cancer de puimdo (ANDROUTSOPOQULOS et al., 2010).

Os flavonoides sdo agentes que exibem diversas atividades biolégicas
prevenindo a iniciacdo de canceres e inibindo a progressdo tumoral. Varios
estudos publicados tém demonstrado que agentes anticancer podem induzir a
apoptose via sistema de Fas/FasL. Fas € um receptor de superficie celular
gue expressa a morte citoplasmatica e que pertence a subfamilia de
receptores de fator de necrose tumoral. A morte celular de células tumorais &
resultado da ativacéo das vias das caspases 8 e 10 promovidas pelos agentes
antitumorais (HUNG et al., 2010).

Estudos epidemioldgicos fornecem evidéncias que uma alta ingestédo de
flavonoides dietéticos pode ser associada com baixa prevaléncia de cancer de
pulmdo. Estudos in vivo e in vitro apontam os flavonoides como moléculas

supressoras da carcinogénese, sendo que as classes chalconas, flavanonas,
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flavanois, flavonas, flavonois e isoflavonas sdo as que mais apresentaram
esse efeito (HUNG et al., 2010).

A hesperidina, um conhecido flavonoide constituinte de citrus, reduz a
proliferacao celular de muitos canceres. Estudos realizados por Park (2008)
identificaram o efeito apoptético de hesperidina em células de cancer de colo
humanas, SNU-C4 na concentragcdao de 1-100uM visto que a hesperidina
reduziu em 65% a viabilidade celular em relacdo ao controle. A Morte celular
induzida pela hesperidina mostrou caracteristicas apoptoticas através da
atividade da caspase 3 no tratamento com hesperidina.

Varios estudos classificam os flavonoides como inibidores de cancer por
apresentarem atividades antioxidantes através da habilidade de remover
compostos reativos ou de influenciar no seu estado redox, modular a via de
transducdo de sinais envolvida na proliferacdo celular, bloquear a
angiogénese, modular enzimas necessarias ao metabolismo de
procarcinogénicos e detoxicacao de carcindogenos (PICK et al., 2011).

Os flavonoides daidzeina e genisteina tém mostrado capacidade
antiproliferativa, pois inibem o dano oxidativo do DNA induzido por irradiacéo
ultravioleta. Outros pesquisadores relatam que a propriedade antioxidante dos
flavonoides faz com que eles inibem varios tipos de cancer, inclusive de
pulméo (KHLEBNIKOQV et al., 2007; RABIAU, 2010).

Ensaios, in vitro realizados por HUNG et al. (2010), demonstraram que
o flavonoide didimina, cuja propriedade antioxidante é alta, apresentou
atividade antiproliferativa e apoptoéticas em células tumorais de pulméo. Varios
outros estudos in vivo demonstraram que os flavonoides apresentam
atividades em induzir apoptose. A meristina, por exemplo, aumenta a ativacao
das caspase-iniciadoras-8/-9 e das caspases efetoras-3/-7, moléculas que
participam de cascatas enzimaticas que promovem a morte celular por
apoptose em carcinoma de colorretal (CRC) (SIEGELIN et al., 2009).

Uma das caracteristicas mais importantes dos flavonoides,
responsaveis pela propriedade preventiva de cancer, é sua interagdo inibitéria
com as enzimas P450 CYP1, o que impedi a formacdo de produtos
carcinogénicos com consequente bloqueio da carcinogénese. Flavonoides tém

sido tradicionalmente descritos como inibidores da enzima CYP1 devido a

39



inibicdo da formacédo de produtos carcinogénicos e consequente bloqueio do
estagio de carcinogénese (ANDROUTSOPOULOS et al., 2010).

Os flavonoides podem influenciar diretamente na atividade enzimatica
envolvida no reparo do DNA e/ou modular a expressdo de genes. Estes
compostos afetam a progressdo do ciclo celular como, por exemplo, a
luteolina, que bloqueia o ciclo celular na fase G1/S em células de carcinoma
nasofaringeal. Além disto, a luteolina promoveu a reduc¢do da ciclina D1 via
fosforilacdo da proteina e degradacéo proteasomal. O mecanismo que explica
este principio baseia na supresséo da fosforilagdo e ativacdo da proteina Akt,
resultando na desfosforilagdo e ativagdo da quinase-3B glicogénio sintase
(GSK-3B). A GSK-3p ativada, entéo, atinge ciclina D1, causando fosforilagcao
286

da ciclina D1 no residuo de aminoacido Thr
proteasomal (OMG et al., 2010).

e subsequente degradacéao

Estudos comprovam que o flavonoide kaemferol-7-O-B-D-glucose (KG)
induziu o bloqueio nas fases G2/M correlacionadas com a diminuicdo das
ciclina B1 e Cdkl de uma forma independente de p53 e também causou um
aumento da apoptose, conformado por caracteristicas alteracdes
morfolégicas, evidencias da fragmentacdo do DNA e aumento da populacdo
sub-G apoptoético. Além disto, inibicdo da translocacdo nuclear de NF-kB,
aumento da Bax e diminuicdo da Bcl-2 foram observados em células de
carcinoma cervical HelLa tratados com KG (XU et al., 2008).

Nos ultimos anos, varias pesquisas foram direcionadas para elucidar
mecanismos moleculares de flavonoides em vias relacionadas com
tumorgénese e progressdo tumoral. Flavonoides como genisteina, tangeritina,
EGCG e fisetina podem modular componentes diferentes da via de NF-kB e
assim inibir translocagéo destes fatores para o nucleo, evitando a ativacdo de
genes alvos. Este mecanismo desempenha importante papel no crescimento
celular e apoptose e esta relacionado com diferentes tipos de cancer
(AMANDO et al., 2011).

Alguns flavonoides como didimina, fisitina e quercetina induzem a
apoptose por mecanismos dependentes do gene p-53. A proteina p-53
funcional atua na regulacédo do ciclo celular, reparo de DNA e na inducdo da
apoptose das células geneticamente instaveis, mantendo desta forma a
integridade do genoma (CHEN et al., 2011; HUNG et al., 2010).
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As rotas metabdlicas das Akt e MAPK desempenham um papel crucial
na via de sinalizagdo da sobrevivéncia celular e sdo ativadas em varios
canceres. Flavonoides como EGCG, kaemferol, tangeretina, quercetina e
genisteina apresentam efeitos de controle destas vias. Por exemplo:
modulacdo da Akt pela quercetina e pela EGCG e modulacdo da MAPK pela
genisteina promove efeitos indiretos sobre a via de NF-kB, melhorando o
efeito antitumoral destes produtos naturais (AMADO et al., 2011; GADGEEL et
al., 2009).

A mais conhecida atividade antioxidante dos flavonoides é a sua
habilidade de desativar moléculas reativas de oxigénio singlete. Podem ainda
proteger as membranas celulares da peroxidacao lipidica garantindo, desta
forma, a integridade e fluidez da membrana, diminuindo a formacéo de
peroxidos imunossupressores e impedindo alteracbes na sinalizacao
intracelular e funcao celular. Os Flavonoides atuam ainda na apoptose celular
e angiogénese. A acdo na angiogénese e na apoptose celular é interessante e
pode explicar a acdo antitumoral in vitro destas substancias (VOLP et al.,
2008).

Outra importante via de sinalizagdo envolvendo cancer € a via Notch.
Quando esta via € ativada de forma anormal, um aumento na proliferacdo de
células cancerigenas € observado. Genisteina e quercetina podem diminuir os
niveis das proteinas Notch 1 e Notch 2, respectivamente, e entdo diminuir as
taxas de crescimento no cancer (AMADO, et al., 2011),

SU (2007) demonstrou uma relacdo entre flavonoides, a via néo
canbnica da Wnt e cancer. Sua pesquisa relatou que a genisteina inibiu a
expressdo da Wtn5a em ratos com tumores de glandulas mamarias. Este
tratamento aumentou a secrecao do inibidor da Wnt (sFRP2), mas ndo mudou
o nivel da B-catenina indicando efeito ndo candnico da genisteina em tumores
de mama (SU et al., 2007; AMADO et al., 2010).
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Figura 15. Flavonoides regulam diferentes componentes da via de Wnt/[3-
catenina: A painel acima mostra flavonoides interagindo com
inibidores extracelulares da Wnt/B-catenina (sFRPs, DKK, HBP1,
W1F1l) (B) Intracelularmente, flavonoides interagem com o
complexo de degradacdo formado pela GSK3, Axin, APC e CK1,
bem como com a B-catenina fosforilada. (C) Flavonoides afetam a
translocacao nucelar de B-catenina, associagéo /TCF e genes da
Wnt/B-catenina (AMADO et al., 2011).

2.10 Botanica e descricdo de planta de oliveira ( Olea europareaL.)
2.10.1  Histérico da olivicultura no mundo e no Bras il.

A origem e o desenvolvimento da cultura da oliveira (Olea europaea L.)
perdem-se no tempo e no espago geografico e confundem-se com a historia
da humanidade. Acredita-se que a oliveira seja proveniente da Siria, do
Libano ou mesmo de Israel, mas ha relatos que esta espécie iniciou-se no
periodo Palestino e Neolitico, entre 10.000 a 3.000 a.C., possivelmente na
Mesopotamia, de onde se difundiu para o Egito (2000 a.C.), ilhas da Asia
Menor e Grécia Continental (1800 a. C.). Posteriormente, a oliveira

disseminou-se pela Bacia do Mediterraneo, chegando a varios paises da
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Europa e do Oriente Médio (NETO et al.,, 2008). Atualmente, os principais
paises produtores de oliveira encontram-se na Europa, com destaque para
Espanha, Itdlia e Grécia. Na América do Sul, destacam-se o Chile e a
Argentina como principais produtores e exportadores de azeitona e de azeite.
No Brasil, a oliveira foi introduzida no inicio do século 19, nas Regides Sul e
Sudeste. Ainda hoje, € uma espécie muito pouco cultivada, sendo que a
maioria dos pomares existentes ndo € destinada a producdo comercial ou
industrial, além de fazer uso de variedades inadequadas ou ultrapassadas.
Atualmente, a oliveira tem despertado interesse por parte de agricultores,
empresarios do agronegdcio e da industria alimenticia pelo grande potencial
existente de agregacéo de valor (NETO et al., 2008).

A producdo mundial de frutos aumentou 22% na ultima década,
passando de 431,2 milhGes de toneladas, em 1996, para 526,5 milhdes de
toneladas em 2006. O aumento da demanda pelo consumo de alimentos
saudaveis é apontado como o principal fator responsavel por esse
desempenho (NETO et al., 2008).

Dados do instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2006)
revelam a importancia da fruticultura no cenario agricola nacional. A producéo
brasileira atingiu 40,2 milhdes de toneladas em 2006 (7,6% da producao
mundial), numa area de 2,2 milhdes de hectares, gerando R$ 16,3 bilhdes em
divisas. Com esse resultado, o Brasil destaca-se como terceiro pélo mundial
de fruticultura (ALVARENGA et al., 2006).

Além disso, o setor é estratégico para o agronegdcio brasileiro,
empregando, anualmente, mais de cinco milhdes de pessoas com faturamento
bruto entre R$ 1mil e R$ 20mil por hectare (NETO et al., 2008).

No mundo, estima-se que a area plantada de oliveira seja de 8,3
milhdes de hectares, com producdo de 15,8 milhdes de toneladas de
azeitonas. A importancia dessa atividade agricola esta relacionada
principalmente com a fabricacdo de azeite de oliva (OLIVEIRA & ABRAHAO,
2006).

O Brasil ainda n&o possui plantio comercial de oliveira, ficando
praticamente dependente da importacdo de seus derivados. Configura-se
como um dos maiores importadores de produtos de oliveira da América do

Sul, sendo a Argentina um dos mais importantes fornecedores, incluindo
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também a Espanha e Portugal. Segundo dados do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA, BRASIL, 2007), somente com importacdes
de azeite, em 2006, foram gastos 236 milhdes de reais.

Considerando o volume de exportacdo anual desses produtos e o
consumo interno, bem como a expectativa de cultivo comercial da oliveira em
territorio nacional, o Brasil poder4 alcancar auto-suficiéncia na producédo de
azeitona e azeite com o plantio de, aproximadamente, 62 mil hectares de
oliveiras. Dessa forma, seriam evitados gastos de R$ 23.688,50 por hectar, a
partir do sexto ano, para os produtores rurais que aderissem a essa atividade
(NETO et al., 2008).

2.10.2 Botanica e descricdo de planta de oliveira ( Olea

europarea L.)

A oliveira (Olea europaea L.) pertence & familia Oleaceae e, quando
cultivada, € uma arvore de tamanho médio e formato arredondado, cujo porte,
densidade de copa e cor da madeira variam em funcdo das condi¢cdes de
cultivo. Apresenta duas fases diferenciadas: a juvenil e a adulta. Na fase
juvenil, apresenta folhas mais curtas e grossas e ramos com comprimento de
entren0s menores. Na fase adulta, alcanca sua capacidade reprodutiva
apresentando folhas maiores e mais delgadas, e ramos com entre entrends de
comprimento maiores (AVILA et al., 2005; NETO et al., 2008).

O sistema radicular € caracterizado como raiz pivotante central, quando
a planta origina-se, estaquia, apresenta um sistema radicular fasciculado
(AVILA et al., 2005).

As folhas adultas sdo de forma simples e eliptico-lanceoladas com
comprimento de 5 a 7 cm e largura de 1 a 1,5 cm. O lado de cima da folha
(adaxial) é de coloracédo verde-escura (Figura A), enquanto o lado de baixo
(abaxial) é de coloracéo prateada (Figura B) (SERGEEVA et . al. 2008; NETO
et al., 2008).
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Figura 16. A/B Folhas adultas de oliveira usadas para obter o extrato.

A inflorescéncia é em racimo e a flor € constituida por quatro sépalas
verdes e soldadas que formam um calice com quatro pétalas brancas, que
também séo soldadas pela base para formar a corola (NETO et al., 2008).

O fruto, denominado azeitona é uma drupa de tamanho pequeno e
forma eliptisoidal, cujas dimensdes variam em funcdo da variedade, podendo
apresentar entre 1 a 4 cm de comprimento e diametro de 0,6 a 2 cm. Possui
uma s6 semente composta de trés tecidos fundamentais: endocarpo, (que
corresponde ao caroco), 0 mesocarpo (a polpa), e o pericarpo (a pele). A sua
coloragéao vai de verde a preta, passando por tonalidades de verde-palha a
arroxeada. No ponto de transicdo de verde-palha a arroxeada € que apresenta
maior rendimento de azeite (OLIVEIRA et al., 2006; NETO, et al., 2008).

2.10.3  Exigéncia climatica e local de plantio

A oliveira é uma planta de clima temperado; necessita de baixas
temperaturas no periodo que antecede a floracdo para ocorréncia de
producdes satisfatérias.

Temperaturas de inverno, médias entre 8° C e 10° C, néo ultrapassando
21° C, altitudes variaveis (200-1300 m) e regime de chuvas superior a 800 mm
anuais sao suficientes para producdo econémica.

Devem ser usados preferencialmente terrenos planos ou suavemente
ondulados para facilitar a colheita e os tratos culturais. Mas o plantio podera
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ser feito em locais com até 50% de declividade e que tenham maior exposicao
a luz do solar (preferencialmente a face norte do terreno). Evitar plantios em
terrenos sombreados, muito encharcados e em vales ou baixas, afastando,
assim, riscos de geadas. Dar preferéncia a terrenos com boa drenagem e
solos profundos e muita atencdo quanto ao preparo da cova, visto que a
oliveira é uma arvore longeva, 0 que permitira um bom crescimento e
desenvolvimento da planta e, consequentemente, boas producdes de azeitona
(NETO et al., 2008).

Figura 17. A/B: Planta da oliveira: (A) terreno com declividade (B) Planta da
oliveira adulta.

2.11. Composicdo quimica e Propriedades farmacolégi cas e

anticarcinogénicas das folhas de oliveira

Os principais componentes das folhas de oliveiras sdo 0os compostos
fendlicos, os quais estdo naturalmente presentes em vegetais, frutas e chas.
(ANTER, et al., 2011). As principais substancias fisiolégicas da folha de oliva
sdo hidroxitirosol, tirosol, acido caféico, acido p-coramico, acido vanilico,
valinina, oleuropeina, luteoina, diosmetina, rutina, luteoina-7-glicosilada,
apigenina 7-glicosilada, diosmetina 7-glicosilada (KAEIDI et al, 2011; LEE &
LEE, 2011, ISIK et al., 2012).

A oliveira (Olea europaea L. (familia: Ole4cea)) tem sido usada por mais
de 100 anos. O 6leo e as folhas sédo usados com propésito medicinal e foram
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introduzidas recentemente na Farmacopéia PhEur 5.Em varios paises eles
sdo conhecidos como um remédio popular para hipertensdo e diabetes
(KAEIDI et al, 2011).

Estudos epidemiolégicos concluem que a populacdo da regido
mediterranea possui um estilo de vida saudavel que reduz a incidéncia de
doencas degenerativas. Uma tipica dieta mediterranea promove menor
incidéncia de doencas, tais como cancer e doencgas cardiovasculares. Quanto
maior o consumo de peixes, frutas e outros importantes fatores, tais como
folhas e 6leos de oliva conferem beneficios saudaveis. Olivas de mesa sao
componentes essenciais para este tipo de dieta e o consumo habitual de
folhas e frutos proporciona um suplemento de antioxidantes o qual pode
minimizar os efeitos do estresse oxidativo via inibicdo da peroxidacdo de
lipideos (LALAS et al., 2011).

O Extrato de oliveira possui vérias atividades farmacolégicas bem
conhecidas por seu efeito hipotensor, propriedade antioxidante,
hipoglicemiante, acao cardioprotetora, hipocolesterolémico,
antiarteriosclerdtico, antitumoral, radioprotetor, antiinflamatoério, antimicrobiano,
acao hepatoprotetora, e atividade antiviral (ARANTES-RODRIGUES et al.,
2011).

Oleuropeina e seus derivados, tais como hidroxitirosol, tirosol sdo os
principais componentes da folhas de oliveira (Olea Europera) e esta presente
nos frutos e no 6leo. Oleuropeina e seus derivados sao responsaveis pelos
seus efeitos farmacolégicos e apresenta atividade anticlastogénica,
antiinflamatoria e antioxidante e inibem o crescimento tumoral de varios
canceres (ISIK, et al, 2012; ANTER et al., 2011).

Véarios estudos usando compostos fendlicos extraidos da folha de
oliveira demonstraram anticarcinogénico contra 0s seguintes canceres: mama,
colon, estbmago e leucemia. Estudos In vitro concluiram que o extrato de
oliveira tem um efeito anti-genotoxico sobre o DNA, efeito inibitorio na invasao
e metdstase e aumenta a barreira de protecdo celular. Outros estudos com a
linhagem de céncer de colo HT29 demonstraram que o extrato do fruto da
oliveira inibiu a proliferacdo sem citotoxidade e induziu apoptose pela via
intrinseca o qual foi detectado pela formacédo de superoxido na mitocéndria
(FERNANDES-ARROYO, 2011; AMBER et al., 2011).
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Modelos citotoxicos sdo importantes ferramentas para validar a
toxicidades de compostos com potencial atividade terapéutica. Para estudar
os efeitos citotoxicos do extrato da folha de oliva e de alguns fendis, tais como
oleuropeina e luteolina, um modelo usando linhagens leucémicas HL60 foi
adaptado. Geralmente, o efeito citotoxico ocorre via inducdo de apoptose
através de varios fatores, tais como Fasl (receptor de Faz), TNF (fator de
necrose tumoral) e TRAIL (receptor de TNF indutor de apoptose), agentes
genotoéxicos, tais como drogas anticancer e radiacdo-y e stress oxidativo. Os
resultados mostraram que o extrato de oliveira, oleuropeina e luteolina nao
causaram mutacdo celular e ndo foram genotdxicos e reduziram o dono
oxidativo do DNA causado pelo perdxido de hidrogénio. Varios mecanismos
bioquimicos poderiam explicar este efeito, tais como o bloqueia da ativacéo de
carcindégenos através do aumento da sintese de enzimas envolvidas na
desintoxicacdo, estimulacédo da etapa de reparo do DNA e intercepgcédo dos

carcinégenos antes de sua reacdo com o DNA (AMBER et al, 2011).

2h &h 24h
1
Control
Olive leaf
extract
o - - -
- - - -

Figura 18. Efeito do extrato de folhas de oliveira (EFO), oleuropeina e luteolina
sobre a morfologia de células HL60. Células foram expostas a 160
pl/ml de EFO, 640 pl/ml de Oleuropeina e 288 ul/ml de luteolina por
2, 6, 24. As células foram observadas no microscopio de
fluorescéncia. Células apoptéticas foram mostradas nos trés
tratamentos (ANBER et al., 2010).

A maioria dos componentes do 6leo de oliva tem sido identificada como
agentes efetivos na intervencdo nas fases de iniciagdo, promocao e
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progressao da carcinogénese. Estudos tém mostrado que a oleuropeina inibe
o crescimento de células diferenciadas de glioblastoma, de células de
eritroleucemia, de células de adenocarcinoma renal, melanoma maligno,
adenocarcinoma de coloretal e sarcoma (OMAR, 2010).

Han et al. (2009) demonstrou que 200 pg/mL de oleuropeina reduziu a
viabilidade das células MCF-7 e diminuiu o numero de células MCF-7 através
da inibicdo da taxa de proliferacdo e inducdo de apoptose celular . Além disto,
oleuropeina exibiu efeito bloqueador da fase de transicdo G1 para S o qual foi
manifestado pelo aumento pelo aumento no numero de células nas fases
GO0/G1.

Goulas et al. (2009) demonstraram a atividade antiproliferativa de
extratos crus de folhas de oliva e fitoquimicos (0 composto dominante dos
extratos é o oleuropeina) contra linhagens de células cancerigenas em
concentragdes micromolares. Estes extratos inibiram a proliferagdo de cancer

de mama humano e de carcinoma de bexiga humano.
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Figura 19. Vias de sinalizacéo de transducéo e sua modulacéo pelo flavonoide
luteolina descritas na literatura (SEELINGER, et al., 2008).
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2.12. Farmacologia antineoplasica

Nos Uultimos anos o tratamento tem sido principalmente como a
quimioterapia, a radioterapia e a cirurgia que em conjunto tem apresentado
excelentes resultados (KATZ, 2001).

A quimioterapia contra o cancer refere-se a administracdo de drogas
citotdéxicas, capazes de inibir o crescimento ou promover morte celular. Foi
introduzida na medicina ha mais de cinquenta anos e tem como objetivo
erradicar o tumor ou reduzir seu crescimento, diminuindo dessa forma os
sintomas relacionados ao cancer, promovendo a cura ou prolongando a vida
do paciente. (NYGREN, 2011).

A maioria dos quimioteraticos promove algum tipo de lesdo na molécula
de DNA, deflagrando o processo de morte celular programada. De modo geral,
0s quimioterapicos, clinicamente empregados, agem nas células em divisédo e
sdo denominados ciclo-especificos. Os agentes nao-ciclo especificos séo
agueles que séo capazes de agir nas células tumorais que estdo atravessando
o ciclo celular ou em repouso no estagio Go (RANG et al., 2004).

Uma grande limitacdo da quimioterapia no tratamento do cancer sao
frequentemente seus efeitos colaterais. Embora os farmacos com acéo
antitumoral sejam produzidos especificamente contra células cancerigenas,
células hematopoiéticas e células epiteliais intestinais normais, e 0s
queratindcitos da matriz capilar sdo frequentemente suscetiveis aos efeitos
toxicos desses agentes, o que explica a maior parte dos efeitos colaterais da
quimioterapia como nauseas, perda de cabelo e susceptibilidade maior a
infeccao (ALMEIDA et al., 2005, COLAN et al., 2009).

Outra limitagdo da quimioterapia € a resisténcia especifica de alguns
tumores a determinados medicamentos aliados ao problema da resisténcia a
multiplas drogas (MDR), os quais tém sido apontados como uma das

principais causas de falha terapéutica e de morte (FREMANDES et al, 2005).
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2.12.1 Cisplatina

O composto cisplatina foi um marco na introducdo de compostos
metalicos para o tratamento de cancer e serviu como um estimulo para
pesquisa de uma variedade de outros compostos metéalicos com propriedades
antitumorais e com grande potencial para serem usados na pratica clinica
contra o cancer. Em 1978, a cisplatina foi aprovada para uso clinico de cancer
de ovario e testiculo pela FDA (Food and Drug Administration) (THOMPSON &
ORVIG, 2006, RANJESWARAM, et al, 2008). A cisplatina ou
cisdiaminodicloroplatina (CIS-DPP) marcou os anos setenta representando um
dos mais potentes agentes antitumorais usados clinicamente contra uma
grandes variedades de tumores sélidos (AVENDANO & MENENDEZ, 2008).

A molécula de cisplatina apresenta dois radicais labeis de cloro em
configuracdo cis (Figura 20). A concentracdo alta de cloreto no sangue é
suficiente para suprimir a hidrélise da cisplatina, permitindo que a droga
chegue as células como uma molécula neutra (REEDIJK, 2003). Ja dentro da
célula, devido a baixa concentracdo de cloro, a cisplatina é hidrolisada e os
cloretos da cis-DPP sdo substituidos por moléculas de agua, gerando
moléculas aquosas positivamente, responsaveis pela espécie ativa do
farmaco. A cisplatina carregada positivamente reage com um nucledfilo forte,
como o N7 da guanina, formando adutos com o DNA que inibem a sua
transcricdo e replicacdo, resultando em quebras e erros de codificacdo que

acabam levando a célula a morte por apoptose (CULLEN et al, 2007).

51



Meio extracelular Citoplasma

Membrana celular

= HaN H:0 HoN.  OH.|
HgN,P((H g _ M3 P‘tJC! <! or 2 Cl_
HsN “ClI g HsN “ClI HsN “Cl
= 1[ H,0
§ HaN !
. JOH _
p—¢ pr Y 20
i HaN OH,
[CI] = 100 mM [CI'] = 3-4 mM

"

Figura 20. Bioativacdo intracelular da cisplatina (AVENDANO & MENENDEZ,
2008).

Pesquisas demonstram que a cisplatina induz a morte celular tumoral
por bloqueia o ciclo celular em G2 e por ativar mecanismo apoptéticos. A
cisplatina também pode agir de uma maneira independente da interacdo com
o DNA nuclear. A morte celular induzida pela cisplatina de células epiteliais
dos tubulos renais (LLC-PK1) ocorreu devido ao estresse do reticulo
endoplasmatico e ativacdo da caspase 12, mecanismos comprovadamente
ativados pela cisplatina (LUI & BALIGA, 2005).

O sucesso da cisplatina é limitado pelos efeitos colaterais como nausea,
vomitos e o mais grave, nefrotoxicidade (MICWHINNEY et al., 2009). Outro
fator importante a limitagdo do tratamento com cisplatina é o desenvolvimento

de resisténcia dos tumores a essas drogas (TORIGOE, 2005).

2.12.2 Vincristina

A descoberta de novos anticancerigenos de origem vegetal tem
incentivado as pesquisas nessa area. Um dos exemplos mais importantes é o
da Catharanthus roseus (L.) G. Don, conhecida também como Vinca, que é
utilizada pela populacdo de Madagascar no tratamento de diabetes. Os
produtos naturais vegetais (Figura 21) séo antibidticos que agem na face M do
ciclo celular e tem como maiores representantes os alcalbides vincristina e

vimblasatina (BRANDAO et al., 2010.
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Figura 21. Estrutura de alguns farmacos antimitéticos: (1) vimblastina e (2)
vincristina (BRANDAO et al., 2010).

A vincristina € empregada no tratamento de certos linfomas de céancer
testicular metastatico e geralmente é utilizada em associacdo com outras
drogas, com diferentes mecanismos de a¢do, como a cisplatina. A vincristina é
de grande utilidade no tratamento de linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi,
cancer de ovario e testiculos e leucemia linfoblastica aguda infantil e tem
como efeitos colaterais: nauseas, vomitos e mielossupressdo (BRANDAO et
al.,, 2010; MORIYAMA et al.,, 2012. Compostos semi-sintéticas, derivados
destes alcaloides, estdo em uso clinico como vindesina, usada no tratamento
do cancer de melanoma e carcinoma de pulméo e a vinorelbina, usada no
tratamento de cancer de mama metastatico e ovariano. Os agentes
antimitoticos se ligam a turbulina inibindo a sua proliferagdo em microtabulos,
impedindo a formacdo do fuso mitético o que paralisa a divisdo celular
(BRANDAO et al., 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1 Obijetivo Geral

Avaliar o efeito citotdxico in vitro dos flavonoides morina, naringina e
rutina e do extrato de folhas de oliveira contra as linhagens leucémicas
humanas (U937, THP-1), linhagens de tumores solidos: SK-MEL-5
(melanoma), H460 (carcinoma de pulm&o) e a linhagem murina B16F10

(melanoma).

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar se os flavonoides morina, naginrina e rutina e do extrato de
oliveira nas linhagens de células reduza vialididade celular em
linhagens de células U937, THP-1, SK-MEL-5, B16F10, H460,
utilizando dos ensaios colorimétricos MTT, LDH.

2. Avaliar a porcentagem do tipo de morte celular induzida pelos
compostos frente as linhagens leucémicas U937 e THP-1 e de tumores
solidos H460, B16F10 e SK-MEL5 através do uso da técnica de
microscopia de fluorescéncia.

3. Avaliar a alteracéo do potencial de membrana mitocondrial por citometria
de fluxo.

4. Avaliar a ativagao das caspases efetoras-3 e -6.
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4. MATERIAIS E METODOS.

4.1 Area de coleta do material botanico

O material botanico foi coletado na Fazenda Jardim das Oliveiras,
localizada na Zona da Mata mineira, no sudeste do estado de Minas Gerais.

A fazenda localiza-se na estrada Araponga Estouro, s/n Cérrego Sé&o
Gabriel, Araponga MG (20 40 °S / 42 25 °W). A regidao é um dos poucos
fragmentos continuos da Mata Atlantica em Minas Gerais; estima-se que 40%
de sua area sejam de vegetacdo primitiva. Esse indice, que pode ser
considerado alto, se explica pela densidade da cobertura florestal da serra e
por suas caracteristicas topograficas: relevo acidentado e ocorréncia de
grotdes e vales abruptos. Na regido existem montanhas, vales, chapadas,
encostas onde nascem diversos cursos d’agua que contribuem de maneira
significativa para a formagdo de duas importantes bacias hidrogréficas do
Estado: a do rio Doce e a do Paraiba do Sul.

O clima da serra tropical de altitude é uamido durante todo o ano e €&
responsavel pela neblina recorrente que cobre a area e pelas temperaturas
gue variam de 10 a 25 °C, podendo chegar a valores inferiores a 0°C durante
0 inverno.

Os desniveis altimétricos da fazenda variam entre 1000 a 1300 metros.
O solo é representado pelos tipos Cambissolos, Latossolos e Podzdlicos. A
temperatura anual varia de 16° a 28 °C e pluviosidade média anual de 2.268
mm. A vegetacédo local é reconhecida como Floresta Ombrofila Densa (LEONI,
2002).

A coleta de material vegetal nos fragmentos florestais foi feita sob a
forma de caminhada aleatéria, adentrando-se pelo terreno declinado. As

espécies foram identificadas pelo Botanico Julio A. Lombardi.

4.2 Material Botanico
4.2.1 Coleta
Folhas de individuos adultos foram coletadas com o auxilio de tesoura

de poda. Amostras testemunhas foram depositadas no herbario Rioclarense
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(HRCB), Universidade Estadual Paulista, sob o numero de registro VIC:
36.631.

4.2.2 Preparacao do Extrato Vegetal

Folhas de oliveira, da familia da Olea europaea L., foram submetidas a
secagem em estufa de ventilacao forgcada, sob temperatura constante de 40°C
até estabilizacdo do peso, desta forma foi obtida a matéria seca para os
materiais supracitado.

O material desidratado foi triturado em gral com pistilo; neste
procedimento foram utilizados 1,0kg de folhas de Oliveira. O material com
granulometria reduzido foi depositado em um frasco ambar e submetido a uma
extracdo por maceracdo em alcool etilico absoluto (PA) diluido em agua
destilada 1:1 por sete dias, a temperatura ambiente. O periodo para a
extracdo exaustiva foi de 30 dias. A cada sete dias o liquido extrator foi filtrado
e um novo liquido extrator foi adicionado. O extrato obtido foi concentrado em
evaporador rotativo sob temperatura controlada entre 40 e 50°C. O processo
de secagem do extrato das folhas foi finalizado com liofilizador dando origem a
um material seco. Ao final, foi verificado o rendimento dos extratos e o0s
mesmos foram armazenados em recipiente plastico opaco, em presenca de

agente dessecante.

4.3 Experimento in vitro

As atividades experimentais de viabilidade celular dos compostos testados,
quantificacdo da Lactato Desidrogenase, apoptose, alteracdo do potencial de
membrana mitocondrial e atividades de Caspases sobre as linhagens de
células U937, THP-1, B16F10, SK-MEL-5 e H460 foram realizadas no
Laboratorio de Biologia do Reconhecer da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Dacy Ribeiro (UENF), situada em Campos do Goytacazes, RJ, em
uma parceria com o laboratério de Biofarmacos do departamento de
Bioquimica da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, MG. A Morina, 3-(4,5-

dimetil-2-tiazol) 2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazom (MT), vincristina, laranja
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de acridina e brometo de etidio foram comprados da Sigma Chemistal (St.
Louis, MO, SUA).

4.3.1 Cultura da linhagem de célula de origem tumor  al.

As células U937, (leucemia de origem linféide), THP-1 (leucemia
monocitica), B16F10 (melanoma murino), SK-MEL-5 (melanoma), H450
(carcinoma de pulméao), foram cultivadas em meio D-MEM F12 (Gibco, BRL)
suplementado com 20ug/mL de gentamicina (Gibco, BRL) e 10% de soro fetal
bovino (Gibco, BRL). As culturas foram replicadas a cada 2 dias e mantidas
em estufa (Forma Scientific Inc., modelo 3159) a 37°C, com 5% de CO; e

umidade controlada.

4.3.2 Avaliagdo in vitro da atividade biologica dos extratos contra

as células tumorais

As células U937, THP-1, SK-MEL-5, B16F10, H460, foram plaqueadas
em volume de 100 pL/poco (1x10° cels/mL) em placas de 96 pocos, tratadas
com os flavonoides morina, naringina, rutina nas concentragdes finais de 50
MM, 100 uM, 200 M e 400 uM e 800 uM e com o extrato de Olea europaea L.
nas concentracdes finais de 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL e 400 pyg/mL e
800 pg/mL para os testes de viabilidade celular com MTT (-3-(4,5-dimetil-2-
tiazol) 2,5- difenil-2-H-brometo de tetrazolium). As células foram mantidas em
estufa a 37°C, com 5% de CO, e umidade controlada. No tempo de 48 horas
as ceélulas foram avaliadas quanto a inibicdo de crescimento (MTT) e quanto
ao indice da enzima desidrogenase lactica liberada, e apds 12, 24, 36 e 48
horas quanto a tipo de morte celular analisados por microscopia de
fluorescéncia. Como controles negativos todas as células foram incubadas
com meio DMEM F12 (Gibco, BRL) suplementado com 20ug/mL de
gentamicina (Gibco, BRL) e 10% de soro fetal bovino (Gibco, BRL). Para o

extrato as células foram incubadas com DMSO (SIGMA®) a 1%.

4.3.3 Avaliacdo do efeito citotoxico dos extratos ¢~ ontra as células

tumorais
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Apos tratamento como no item anterior, a viabilidade celular foi
determinada através do microensaio colorimétrico utilizando MTT - [3(4,5-
dimethyltiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (MOSMANN, 1983). As
células foram incubadas por 48 horas com os flavonoides e o extrato de
oliveira e apds o tempo determinado foram adicionados 10uL de MTT (Sigma,
5mg/mL) para cada 100uL de cultivo. As placas foram mantidas na estufa por
até quatro horas. ApGs esse periodo foram retirados 150uL do sobrenadante
de cada poco e depois adicionados 100uL de uma solucdo de HCI com
isopropanol, homogeneizando bem até a completa dissolu¢cdo dos cristais de
sal formados. A placa de 96 pocos foi lida em espectrofotobmetro
(MULTISKAN-EX) utilizando o comprimento de onda de 570nm. Os resultados
foram analisados através da absorbancia de cada poco e os experimentos

realizados em triplicatas.

4.3.4 Quantificacdo da Lactato Desidrogenase (LDH) liberada

pelas células apos incubacdo com os extratos.

Apés tratamento como no item 4.2.3, a viabilidade celular foi
determinada através da dosagem da Lactato Desidrogenase (LDH). A
determinacdo da LDH é proporcional ao numero de células lisadas por
necrose in vitro. Para quantificagdo da LDH foi utilizado o KIT DOLES de
mensuracdo. As células foram plaqueadas com os flavonoides e o extrato de
oliveira por 48 horas. Apdés o tempo de incubacdo, 50uM do sobrenadante
foram transferidos para outra placa onde foram adicionados 100uM da solucéao
A (250uM de alumen férrico + 400uM de substrato) e incubadas em estufa por
3 minutos. Posteriormente foram adicionados 100uM da solugéo B (225uM de
FMS/NAD + 4275uM de agua destilada) e incubadas em estufa por 7 minutos.
A placa de 96 pocos foi lida em espectrofotdmetro (MULTISKAN-EX) a 492nm.
ApoOs tratamento com o ensaio MTT, a viabilidade celular foi determinada

através da dosagem da Lactato Desidrogenase (LDH).
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4.3.5 Avaliacdo da apoptose por microscopia de fluo  rescéncia

As células cultivadas com os compostos conforme os tempos e
concentragdes indicados, 12, 24 e 36 horas para os flavonoides e 12, 24, 36 e
48 horas para o extrato de oliveira, foram coradas com uma solucdo de 10
pg/mL laranja de acridina (Sigma) e 10 pg/mL de brometo de etidio (Sigma).
Apdés a montagem em lamina e laminulas, as células foram levadas ao
microscopio de fluorescéncia (Axioplan — Zeiss) e contadas aproximadamente
300 células em varios campos escolhidos aleatoriamente, descriminando-se
as células apoptéticas, necréticas e normais. Foram feitas duplicatas para
cada condicao e os experimentos repetidos pelo menos duas vezes.

Foram adotados padrdes convencionais com relacdo a morfologia e
coloracdo das células (Figura 22):

1) Células vivas: possuem morfologia do nucleo intacta, DNA corado

por laranja de acridina (cor verde).

2) Células apoptoticas: condensacdo da cromatina e fragmentacao do
nucleo, DNA corado por laranja de acridina (cor verde), que reflete a
membrana plasmaética intacta e ndo permeavel ao brometo de etidio.

3) Células necrdticas-primarias: morfologia do ndcleo necroético, corado
por brometo de etidio (cor vermelha).

4) Células necroticas-secundarias: condensacdo da cromatina e
fragmentacdo do nudcleo, DNA corado por brometo de etidio (cor
vermelha) e laranja de acridina, que demonstra a permeabilizacéo
necrdtica da membrana plasmatica que permite a entrada do
brometo de etidio.

A porcentagem de cada populacdo celular — células normais,
apoptoticas e necroticas — em relacdo ao total foi calculada. Foram
consideradas para o calculo da porcentagem de apoptose as células
apoptoéticas e as necroticas secundarias, também chamadas de apoptose-

necrose.
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Figura 22. Microscopia de fluorescéncia de células U937 evidenciando as
caracteristicas para a classificacdo das células como
mencionadas acima: 1 — normal, 2 — Necrose, 3 — Apoptose
primaria, 4 — Apoptose-necrose (apoptose secundaria).

4.3.6 Avaliacdo do potencial de membrana mitocondri  al por
citometria de fluxo (JC-1)

A constatacdo do mecanismo de morte celular por apoptose € crucial
para o desenvolvimento de novos compostos antitumorais. Como algumas
caracteristicas da apoptose e necrose acabam se sobrepondo, o uso de varias
técnicas independentes somam resultados importantes para a confirmacao do
mecanismo de morte induzido por compostos com atividade antineoplasica. A
avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial pode ser feita utilizando o
marcador catiénico lipofilico fluorescente JC-1 (iodeto de 5,5’,6,6'-tetracloro-
1,1’,3,3-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) que difunde livremente para o
interior da célula. Na mitocondria, que apresenta potencial de membrana
normal, a carga residual negativa da matriz mitocondrial, gerada pelo
bombeamento de protons para o espaco intermembranoso, permite o acumulo
deste fluorocromo no interior da mitocondria.

Quando a concentracéao do JC-1 se torna elevada na matriz mitocondrial ele
forma agregados que fluorescem na regidao do vermelho. A forma monomérica
do JC-1 emite fluorescéncia verde, assim, em células onde ocorreu o colapso
do potencial de membrana mitocondrial ndo ocorre a formacao de agregados

de JC-1 e as células apresentam citoplasma com fluorescéncia verde (Smiley
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et al., 1991; Cossarizza et al., 1993). O citbmetro de fluxo quantifica as células
gue possuem mitocondria normal e com potencial de membrana alterado por
meio do detector FL1 (fluorescéncia 1) que capta luz na regido do verde (510-
527 nm) e do detector FL2 (Fluorescéncia 2) que capta luz na regiao do laranja
(585-590 nm). A concentracao testada para os compostos pré-selecionados foi
de 200 e 400 uM para o flavonoide morina e 400 e 800 y/ml. As linhagens
tumorais foram plagueadas como descrito no item anterior. Em seguida foi
adicionado 500 pL/poco de cada composto avaliado e as células foram
incubadas por 48 horas em estufa (37°C e 5% de CO2). Apds o periodo de
incubacdo o conteudo de cada poco (1 mL) foi transferido para eppendorf (2
mL) e centrifugado por 5 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi desprezado e
o “pellet” incubado por 15 minutos em estufa (37°C e 5% de CO2) com 100 uL
de solucédo de JC-1 (25 pg/mL diluido 1:1000 em meio de cultura, Sigma). As
células em suspensao foram centrifugadas por 5 minutos a 3000 rpm e lavadas
duas vezes com 2 mL de meio de cultura D-MEMF12 (Gibco, BRL). O
sobrenadante foi descartado e o “pellet” obtido ressuspendido em 500 pL de
meio de cultura D-MEMF12 (Gibco, BRL) e a leitura foi realizada
imediatamente em citbmetro de fluxo (FACS Calibur). Os graficos Dot-plot e a
porcentagem de células com mitocdndrias normais e comprometidas foram

obtidos através do software WinMDI versao 2.9.

4.3.7 Avaliacao das caspases

Para analise das caspases foi utilizado o Colorimeter Sampler Kit
(invitrogen) contendo substratos para a caspase-6 e para caspase-3. O
protocolo para deteccao das caspases seguiu 0s procedimentos descritos pelo
fabricante. Resumidamente, as culturas contento 1x 10° cels/ml foram
incubadas com uma concentracdo de 400 para os flavonoides ativos e 800
ng/ml para o extrato de oliveira por 24, 36 e 48 horas. Posteriormente as
células foram centrifugadas por 5 minutos a 1500rpm e ressuspendidas em 50
puL do tampéo de lise. As amostras foram centrifugadas por 1 min (10.000xg) e
em seguida adicionados 50 pL do substrato (4mM). As amostras foram
incubadas a 37 °C por 2 horas, no escuro, e a leitura foi realizada em
espectrofotbmetro (ThermolLabsystemsMultiskan, modelo 352) utilizando o
comprimento de onda de 405 nm.
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4.3.8 Analise estatistica

Os resultados foram expressos por média + desvio padrdo, analisados
de forma independente. Os ensaios foram analisados por ANOVA - One-way -
seguido de Tukey utilizando o programa Graph Pad versdo 5.0. As diferencas

significativas foram consideradas como p<0,05, p<0,01 e p<0, 001.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdes do efeito dos compostos na viabilida de celular por
MTT

Os resultados do teste de viabilidade celular por metabolizagdo do MTT
mostraram que o composto morina e o extrato de folha de oliveira foram
capazes de reduzir a viabilidade das linhagens leucémicas U937, THP-1, e da
linhagem melanémica SK-MEL-5 de maneira dose dependente para 200, 400
e 800 uM e pg/ml, respectivamente, conforme observado na figura 23. Para as
linhagens melan6mica B16F10 e carcinoma de pulm&o H460 a morina e o
extrato de folha de oliveira reduziram significativamente a viabilidade celular
nas doses dependentes 400 e 800 uM e 800 pg/ml para os respectivos
compostos. O DMSO (dimetilsulféxido), veiculo utilizado para diluicdo dos
compostos, ndo afetou a viabilidade celular das linhagens testadas.

A reducédo da viabilidade celular pelos compostos rutina e naringina foi
inexpressiva para todas as linhagens de células cancerigenas testadas (Figura
24) ndo permitindo o calculo da ECs, como pode ser observado na tabela 03.

Véarios trabalhos tém mostrado que flavonoides inibem a carcinogénese
modulando os reguladores de apoptose, ativando caspases-3, -8 e -9
(RAMOS et al., 2007; LANDIS-PIWOWAR et al., 2008; RAMOS et al., 2008;;
OLA et al., 2010; GONCALVES et al., 2011).

O ciclo celular € uma sequéncia de eventos que permite a célula
crescer e replicar (FOSTER, 2008). Seu controle envolve proteinas
reguladoras do ciclo celular chamadas de ciclinas (A, B, Ds ou E); quinase
dependentes de ciclinas (CDks,) (CDK 1, 2, 4, ou 6) e inibidores de CDK, tais
como p21, p27, p53 e retinoblastoma fosforilada (PRb) (SOOBRATTEE et al.,
2006; KUO et al., 2007; ARAUJO et al., 2011). Qualquer alteragcdo de uma
proteina especifica do ciclo celular pelo flavonoide pode afetar o crescimento e
proliferacdo das células cancerigenas (RAMOS et al., 2008). Além disto, a
regulacdo do ciclo celular (checkpoint) durante a progressédo G1/S e G,/M sao
importantes alvos para os flavonoides (ARAUJO et al.,, 2011). Alguns
flavonoides como miricetina e crisina demonstraram propriedades

guimoprotetoras contra o cancer coloretal (CRC) apresentando efeitos
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antiproliferativos, induzindo o bloqueio do ciclo celular na fase G2/M, inducéo
de inibidores de CDK via p21 e inibicdo de radicais livres (SHIN et al., 2009;
HUANG et al., 2010).

O flavonoide morina € capaz de inibir a proliferacdo celular em varios
tipos de células carcinogénicas inibindo o ciclo celular na fase S em varios
tumores como carcinoma oral e em hepatdcitos humanos (BROWN, et al.,
2003; KUO et al., 2007)

O extrato de oliveira possui uma quantidade apreciada de compostos
fendlicos (GRANADOS-PRINCIPAL et al.,, 2010; BURATTINI et al., 2013).
Indmeros estudos demonstram que o flavonoide luteolina, um dos compostos
presente no extrato de oliveira, apresentou varios vias bioquimicos de acédo
antitumoral tais como o bloqueio do ciclo celular na fase G1/S, reducdo da
atividade da ciclina D1 via fosforilacdo da proteina e degradacao proteassomal
(ONG et al., 2010).

Estes resultados podem ter significado por varias razdes. Uma delas é
que a morina € capaz de suprimir a ativacdo da STAT3 pela fosforilagdo no
Tir'® e Ser’® ou pela retencdo nuclear e inibir a ligacdo da STAT3 com a
molécula de DNA (GUPTA et al., 2013). Varios estudos tém sugerido que o
ativador de transcripcdo 3 (STAT3) desempenha um papel importante na
patogenia de varios canceres por varios motivos: (1) a ativacdo de STAT3 tem
sido relatados em melanomas multiplos e varios outros tipos de canceres, (2)
STATS3 participa da tumorgénese através da expressao de genes envolvidos na
proliferacdo de células tumorais (ex: c-mic, ciclina D1), genes de sobrevivéncia
(ex: Mcl-1, Bcl-xL, survivina), genes de invasao (ex: mtrix metaloproteinase-9) e
genes da angiogénese (ex: VEGF) (3) STAT3 é ativado em reposta a varios
fatores de crescimento, incluindo IL-6 e EGF, (4) a ativagdo do STAT3 tem sido
relacionada com a resisténcia ao tratamento terapéutico e diminuicdo da
sobrevivéncia em pacientes com multiplo mielomas (AGGARWAL et al., 2006;
GUPTA et al, 2011). O flavonoide morina tem efeitos em varias quinases e
fostatases que atuam na via de ativacdo da STAT3 (ALAS & BONAVIDA,
2003). Janes Quinase tais como JAK-1 e JAK-2, as quais apresentam elevada
expressdo em células de melanoma multiplas, desempenham um papel na
ativacdo da STAT3 (GUPTA et al., 2013). Foi demonstrado que a morina inibe

0 acumulo de JAK-1 e JAK-2 em células de mieloma mudltiplo e que os grupos
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hidroxila presentes no anel B do flavonol foi essencial para a inibicdo da
ativacdo da STAT3 (GUPTA et al., 2013).
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Figura 23. Efeito citotéxico do composto morina e do extrato de oliveira contra
as células humanas U937, THP-1, , H460, SK-MEL-5 e morina
B16F10 apds 48 horas de incubacdo. O zero significa o controle
negativo do teste (células e meio de cultivo). A concentracdo de
DMSO foi de 1%. *P<0.05; valores estatisticamente significantes
em relacao ao controle negativo (zero).
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Figura 24. Efeito citotoxico do composto naringina e rutina contra as células
humanas U937, THP-1, H460, SK-MEL-5 e morina B16F10 apos
48 horas de incubacdo. A avaliacdo foi feita através do micro
ensaio colorimétrico utilizando MTT. O zero significa o controle
negativo do teste (células e meio de cultivo). A concentracdo de
DMSO foi de 0,2%. *P<0.05; valores estatisticamente significantes
em relacao ao controle negativo (zero).

Como controle positivo, foi avaliado o efeito citotéxico do composto
organico vincristina, para linhagens de células leucémicas (U937 e THP-1), na
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concentracdo nM (Figura 25) e do composto cisplatina para as linhagens
B16F10, SK-MEL-5 e H460, (Figura 26).
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Figura 25. Efeito citotéxico do composto vincristina (controle positivo) contra
as ceélulas humanas U937, THP-1, ap0s 48 horas de incubacéo. O
zero significa o controle negativo do teste (células e meio de
cultivo). A concentracdo de DMSO foi de 0,2%. *P<0.05, valores
estatisticamente significantes em relacdo ao controle negativo
(zero).
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Figura 26. Efeito citotoxico do composto cisplatina contra a célula morina
B16F10 e as humanas H460, SK-MEL-5 apd6s 48 horas de
incubacéo. O zero significa o controle negativo do teste (células e
meio de cultivo). A concentracdo de DMSO foi de 0,2%. *P<0.05,
valores estatisticamente significantes em relacdo ao controle
negativo (zero).

Para efeito de uma melhor comparacdo da atividade dos compostos
contra as diferentes células testadas foi calculado a dose efetiva 50% com

base no teste de viabilidade, MTT (concentragdo dos compostos capaz de

67



induzir morte em 50% das células tratadas). A ECsg foi determinada utilizando
o programa GraphPad Prism versdo 5.0 através da curva de regressdo nao
linear, a partir dos dados apresentados nas figuras 22, 23, 24 e 25.

Analisando os dados da tabela 03 pode-se observar que o composto
morina apresentou os menores valores de ECsy para todas as linhagens de
células testadas, sendo portanto, 0 composto de menor concentracdo capaz
de matar 50% das células testadas. Pela tabela percebe-se também que o

extrato de oliveira apresentou menor valor de ECso para a SK-MEL-5.

Tabela 3. Dose efetiva (ECso (UM e pg/ml)) dos compostos baseados no ensaio
de citotoxicidade celular por MTT.

Compostos
Linhagens| Morina | Extrato | Naringina | Rutina | Vincristina | Cisplatina
(M) de (LM) (M) (nV) (M)
oliveira
(ng/ml)
220,3 | 254,7 6.46 £
uos7 >800 | >800 ND*
+1,08 1,09 1,13
) 254,8 | 4753 26,15 +
THP-1 >800 | >800 ND*
+1,11 1,08 1,24
203,2 | 191,7+ 18,57 +
SK-MEL- > 800 > 800 ND*
5 +1,13 1,08 1,08
253,6 | 479,0+
B16F10 >g00 | >g00 | N¥ >100
+1,05 1,06
318.8 55.87 +
H460 >800 | >800 | >800 | NPT
+1,08 1,10

*ND — Nao determinado

5.2 Avaliagdes da viabilidade celular pela liberagd o de lactato

desidrogenase

Na figura 27 e 28 podemos observar que todas as linhagens tratadas
com o0 composto morina apresentaram aumento de liberagdo da enzima LDH
nas concentragdes 400 pM e 800 pM. O extrato de folha de oliveira obteve um
ligeiro aumento da liberagdo da LDH para as linhagens de células U937,
THP-1, S-KMEL-5, B16F10. J& as células H460, tratadas com o extrato de
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folha de oliveira e todas as células tratadas com os compostos naringina e

rutina ndo foram capazes de liberar estas enzimas, indicando que a

membrana plasmatica destas células permaneceu intacta e normal apdés

tratamento (Figura 28).

Este resultado indica ruptura da membrana plasmatica nas maiores

concentracdes o que confirma a reducdo da viabilidade celular pelo método de

MTT. Sua presenca sugere morte celular por necrose. Entretanto, este

resultado pode ser um artefato, uma vez que células em apoptose in vitro

podem entrar em necrose posteriormente.
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Figura 27.
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Avaliacdo da liberacdo da LDH (desidrogenase lactica). O zero
significa o controle negativo do teste (células e meio de cultivo). A
concentracdgo de DMSO foi de 1%. *P<0.05, valores
estatisticamente significantes em relacdo ao controle negativo
(zero).
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Avaliacdo da liberacdo da LDH (desidrogenase lactica). O zero
significa o controle negativo do teste (células e meio de cultivo). A
concentracdo de DMSO foi de 0,2%. *P<0.05, valores
estatisticamente significantes em relacdo ao controle negativo
(zero).
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5.3 Avaliacao do tipo de morte celular

5.3.1 Microscopia de Fluorescéncia

Esta avaliacdo foi realizada com a finalidade de se determinar o
mecanismo de morte celular induzida pelos compostos orgéanicos.

A morfologia nuclear (condensacédo perinuclear da cromatina, colapso
nuclear e fragmentagdo) permitiu-nos distinguir células apoptodticas de células
viaveis e necroticas. Foi observado que o flavonoide morina e o extrato da folha
de oliveira promoveram alto percentual de apoptose em todas as linhagens de
células testadas.

As caracteristicas morfologicas das linhagens U937, THP-1, S-KMEL-5,
B16F10 e H460 foram observadas por microscopia de fluorescéncia nos
tempo de 12, 24, 36 para morina e 12, 24, 36 e 48 horas para o0 extrato de
oliveira. Os resultados de inducdo de morte celular por apoptose para a
linhagem de células cancerigenas testadas sdo apresentados na figura 29 e
30.

Avaliando-se as diferentes concentragcbes nos tempos estudados,
observou-se que, de forma geral, a inducéo de apoptose € um processo tempo
e concentracdo dependentes. Varios estudos comprovaram que a maioria dos
farmacos antitumorais promoveu a morte das células cancerigenas através da
apoptose. Deste modo, compostos que promovem apoptose como via de
inducdo de morte celular sédo fortes candidatos a farmacos com acéo
antitumoral (ONRUBIA et. al, 2012). Flavonoides sdo compostos promissores,
pois atuam como moléculas supressoras da carcinogéneses em funcédo de
suas propriedades antioxidantes, antiproliferativas e antiinflamatorias (KILANI-
JAZIRI et al., 2011; JASH & BRAHMACHARI, 2013).

E bem conhecido que as mitocondrias desempenham um importante
papel na regulacdo de apoptose (PORTT et al., 2010). A apoptose pode ser
dividida em vias mitocéndria-dependente e independente, via intrinseca e
extrinseca, respectivamente. No entanto, disfun¢gées mitocondriais, incluindo a
perda de potencial de membrana mitocondrial, a permeabilidade, transicdo e
liberacdo de citocromo C da mitocondria para o citosol, estdo associadas com
a apoptose (DUPREZ et al., 2009; WHELAN et al., 2010). Assim, o tratamento
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com morina pode induzir apoptose pela via intrinseca em células HL-60 (KUO
et al., 2007; LIU et al., 2011).
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Porcentagem de apoptose induzida pelo composto morina nas
linhagens neoplasicas U937, THP-1 determinada por microscopia
de fluorescéncia em trés tempos diferentes, 12, 24, 36. O zero
significa o controle negativo do teste (células e meio de cultivo). A
concentracdo de DMSO foi de 0,2%. *P<0.05, valores

estatisticamente significantes em relacdo ao controle negativo
(zero).
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A figura 29 mostra a porcentagem de apoptose induzida pelo composto
morina em duas linhagens de células tumorais humanas (U937 e THP-1).
Observa-se através dos graficos que o composto foi capaz de induzir a
apoptose nas linhagens de célula U937 nas concentracdes 200, 400 e 800 uM
no periodo de tempo 24 e 36 horas chegando a 100 % para a linhagem U937
na concetracdo 800 UM em 36 horas. O percentual de apoptose também é
estatisticamente significativo para a linhagem de célula tumoral THP-1, apesar
de menos sensivel ao composto, nas mesmas concentracdes e periodos de
tempo.

Observando as figuras 29 e 30 percebe-se que o composto morina
inicia o processo de morte celular por apoptose em todas as linhagens de
células testadas, nas primeiras 12 horas, nas concentraces 400 e 800 uM.

Apoptose € um mecanismo de morte celular que protege contra o cancer
por remover células geneticamente danificadas (PORTT et al., 2010; ARAUJO et
al.,, 2011; LIU et al., 2011). Sendo assim, resisténcia a apoptose € uma marca do
cancer (ARAUJO et al., 2011). As duas principais vias da apoptose sdo (a)
extrinsecas, mediada por receptores de morte CD95/Faz/Apol, receptor de tumor
de necrose tumoral (TNF) 1 e 2, e receptor de morte 3 a 6 e (b) intrinsecas,
mediada pela mitocondria (YOUNG et al., 2005; FULDA et al., 2006; REUTER et
al., 2008). Na mitocondria, a propagacdo de sinais apoptoticos € regulada por
proteinas tais como membros da familia Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-x e Bcl-w, que exercem
efeito antiapoptético, e Bid, Bad, Bak e Bim, que exercem efeitos apoptoticos)
(YANEZ et al.,, 2004, REUTER et al., 2008; ARAUJO et. al., 2011). Estudos
recentes comprovaram que morina induziu o bloqueio do ciclo celular na fase
G./M e promoveu apoptose pela via intrinseca em ceélulas leucémicas HL-60,
(KUO et al., 2007).

Estudos in vitro concluiram que o extrato de oliveira tem um efeito anti-
genotoxico sobre o DNA, efeito inibitério na invasdo e metastase e aumenta a
barreira de protecdo celular. Outros estudos com a linhagem de cancer de
colo HT29 demonstraram que o extrato do fruto da oliveira inibiu a proliferacéo
sem citotoxidade e induziu a apoptose pela via intrinseca mitocondrial
(AMBER et al., 2011).

73



Figura 30.
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Porcentagem de apoptose induzida pelo composto morina nas
linhagens neoplasicas B16F10, S-KMEL-5, H460. O zero significa
o controle negativo do teste (células e meio de cultivo). A
concentracdo de DMSO foi de 0,2%. *P<0.05, valores
estatisticamente significantes em relacdo ao controle negativo
(zero).
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Ja na figura 30, observa-se que a porcentagem de apoptose induzida
pelo composto morina em trés linhagens de células tumorais humanas
(B16F10, SK-MEL-5 e H460) foi capaz de induzir a apoptose nas
concentracdes 200, 400 e 800 uM no periodo de tempo 24 e 36 horas
chegando a 100 % para as trés linhagens de células tumorais no periodo de
tempo de 36 horas. A linhagem de célula tumoral SK-MEL-5 mostrou ser a

mais sensivel ao composto, nas mesmas concentracdes e periodos de tempo.
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Figura 31. Porcentagem de apoptose induzida pelo composto extrato de
oliveira nas linhagens neoplasicas U937, THP-1. O zero significa
o controle negativo do teste (células e meio de cultivo). A
concentracdo de DMSO foi de 1%. *P<0.05, valores
estatisticamente significantes em relagdo ao controle negativo
(zero).
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Observando as figuras 30 e 31 percebe-se que o extrato de oliveira
inicia 0 processo de morte celular por apoptose em todas as linhagens de
células testadas, nas primeiras 24 horas, sendo expressivamente significativos
entre 36 e 48 horas, nas concentracdes 400 e 800 pg/ml.

A figura 31 mostra a porcentagem de apoptose induzida pelo extrato de
oliveira em duas linhagens de células tumorais humanas (U937 e THP-1).
Observa-se através dos graficos que o composto foi capaz de induzir a
apoptose nas linhagens de célula U937 nas concentracdes 400 e 800 pg/ml
no periodo de tempo 36 e 48 horas chegando a 100 % para a linhagem U937
em 48 horas. O percentual de apoptose também é significativo para a
linhagem de célula tumoral THP-1, apesar de menos sensivel ao composto,
nas mesmas concentracoes e periodos de tempo.

Estudos com extrato da folha de oliveira demonstraram que os efeitos
citotéxicos de alguns fendis, tais como oleuropeina e luteolina, ocorrem via
inducdo de apoptose através de varios fatores, tais como Fasl (receptor de
Fas), TNF-a (fator de necrose tumoral a) e TRAIL (receptor de TNF indutor de
apoptose). Oleuropeina e luteolina ndo causam mutagcdo celular, ndo sao
genotéxicos e reduzem o dano oxidativo do DNA causado pelo per6xido de
hidrogénio. Varios mecanismos bioquimicos poderiam explicar este efeito, tais
como o bloqueio da ativacdo de carcind0genos através do aumento da sintese
de enzimas envolvidas na desintoxicacéo, estimulacdo da etapa de reparo do
DNA e intercep¢do dos carcinbgenos antes de sua reacdo com o DNA
(HAMDI & CASTELLON, 2005; AMBER et al., 2011).

O efeito antitumoral dos compostos fendlicos do extrato de oliveira tem
sido estudado devido a sua capacidade de inibir a proliferacdo e promover a
apoptose em varias linhagens de células, por diversos mecanismos. Estudos
comprovam que os compostos fendlicos de 6leo de oliva inibem a proliferacéo
celular, bloqueiam a fase G1 do ciclo celular, com o proporcional aumento das
fases GO/G1 e a concomitante diminuicdo na fase S e G2/M em células
leucémicas do tipo HL-60 (CASABURI et al., 2013).
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Ja na figura 32, observa-se que a porcentagem de apoptose induzida
pelo extrato de oliveira, entre as trés linhagens de células tumorais humanas
(B16F10, SK-MEL-5 e H460), foi capaz de induzir a apoptose nas
concentracdes 400 e 800 pg/ml no periodo de tempo 36 e 48 horas chegando
a 100 % para as trés linhagens de células tumorais na concentracdo 800
ug/ml, em 48 horas. A linhagem de célula tumoral SK-MEL-5 mostrou ser a

mais sensivel ao composto, nas mesmas concentracdes e periodos de tempo.

VINCRISTINA (U937, THP-1)

Il 12 horas
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Bl 36 horas

| %
*

100+
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apoptose (%9
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Figura 33. Porcentagem de apoptose induzida pelo composto vincristina
(controle positivo) nas linhagens neoplasicas U937, THP-1
determinada por microscopia de fluorescéncia em trés tempos
diferentes, 12, 24, 36. O zero significa o controle negativo do
teste (células e meio de cultivo). A concentracdo de DMSO foi de
0,2%. *P<0.05, valores estatisticamente significantes em relacao
ao controle negativo (zero).
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Figura 34. Porcentagem de apoptose induzida pelo composto cisplatina
(controle positivo) nas linhagens neoplasicas U937, THP-1
determinada por microscopia de fluorescéncia em trés tempos
diferentes, 12, 24, 36. O zero significa o controle negativo do teste
(células e meio de cultivo). A concentracdo de DMSO foi de 0,2%.
*P<0.05, valores estatisticamente significantes em relacdo ao
controle negativo (zero).

5.4 Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (PMM)

Os graficos Dot-plots representam os parametros de intensidade de
fluorescéncia verde (FL1) e vermelha (FL2). A porcentagem de células com
dissipacédo do potencial mitocondrial de membrana foi determinada a partir da
reducdo da intensidade de fluorescéncia vermelha das amostras. Os
resultados referentes a analise do PMM estdo apresentados nas 35, 36, 37,
38, 39, 40, 41, 42, 43 e 44 para linhagem U937, THP-1, S-KMEL-5, B16F10,
H460. Para melhor visualizar os resultados obtidos, os graficos Dot-plots
foram divididos em quatro quadrantes (A, B, C, D). Pode-se observar, nos
grupos controle para todas as linhagens avaliadas, que a populacéo celular se
concentra predominantemente no quadrante “C” que corresponde a regiao do
grafico Dot-plot onde se encontram as células mitocéndrias viaveis (FL2).

Para todas as células das linhagens submetidas ao tratamento com o

composto organico morina e o extrato de oliveira e 0s compostos vincristina e
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cisplatina (controles positivos) foi verificado um deslocamento da populacéo
celular do quadrante “C” para o quadrante “D”, onde se observa células com
dissipagdo do potencial mitocondrial de membrana (FL1) nas concentragdes
200 e 400 puM nos intervalos de tempo 24 e 36 horas. O composto morina foi
capaz de reduzir o potencial de membrana mitocondrial em mais de 90 % para
a linhagem U937, e acima de 60 % para as linhagens THP-1, B16F10 e
S-KMEL-5 na concentra¢cdo 400 uM em 36 horas (Figura 35, 36, 37, 38, 39).

O mesmo resultado pode ser observado para o extrato de oliveira nas
concentracdes de 400 e 800 pg/ml nos intervalos de tempo 36 e 48 horas. O
Extrato de oliveira foi capaz de reduzir o potencial de membrana mitocondrial
em mais de 80 % para a linhagem U937 e B16F10, e acima de 40 % para as
linhagens THP-1, SK-MEL-5, H460 na concentracdo 800 puM em 48 horas
(Figura 40, 41, 42, 43, 44).

Estes resultados indicam que a apoptose pode estar sendo deflagrada
pela via mitocondrial, uma vez que os dois compostos testados demonstraram
comprometer o PMM para ambas as linhagens estudadas. Os resultados do
teste de viabilidade celular, que avalia a capacidade da mitocondria em reduzir
o MTT, corroboram com os resultados obtidos para avaliagdo da integridade
mitocondrial a partir do JC-1, uma vez que confirmou alteragdes no potencial
de membrana que comprometem a funcionalidade da mitocéndria.

A mitocondria € uma organela celular responséavel pela producéo
aerdbica de ATP gque ocorre a partir de cadeia respiratdria onde o citocromo C
atua como aceptor de elétrons. O gradiente eletroquimico de membrana
mitocondrial pode ser afetado pela formacdo de poros na membrana externa
por meio de dimeros formados pelas proteinas pro-apoptoticas (Bax, Bad e
Bid), o que acarreta em extravasamento do citocromo C para o citosol, que por
sua vez, pode deflagrar o processo de apoptose (SMILEY et al.,, 1991). A
alteracdo do potencial de membrana € um passo importante na inducdo da
apoptose pela via mitocondrial. Os compostos morina e extrato de oliveira
contra as linhagens de células carcinogénicas estudadas comprometem o

potencial da membrana mitocondrial.
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Figura 35. Dot-plots da analise do potencial de membrana mitocondrial, por
citometria de fluxo, para células U937 submetidas a incubacdo de
24 e 36 horas com o composto morina (M). Quadrante C, células
possuindo mitocondrias com potencial de membrana normal,
quadrante D, células possuindo mitocéndrias com perda do
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citometria de fluxo, para células U937 submetidas a incubacgéo de
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Figura 43. Dot-plots da andlise do potencial de membrana mitocondrial, por
citometria de fluxo, para células SK-MEL-5 submetidas a
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Figura 44. Dot-plots da andlise do potencial de membrana mitocondrial, por
citometria de fluxo, para células H460 submetidas a incubacao de
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oliveira (E). Quadrante C, células possuindo mitocondrias com
potencial de membrana normal, quadrante D, células possuindo
mitocondrias com perda do potencial de membrana.
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Através da alteracdo do potencial de membrana foi possivel observar
inducado de apoptose pela via mitocondrial. A avaliagdo do potencial de membrana
mitocondrial foi realizada utilizando o marcador catiénico lipofilico fluorescente
JC-1. Os resultados demonstraram que o flavonoide morina e o extrato de oliveira
comprometeram a funcionalidade da mitocéndria de todas as linhagens testadas
apos 48 horas de tratamento quando comparado com linhagens sem o
tratamento. O composto morina e extrato de oliveira induziu apoptose através do
comprometimento mitocondrial em mais de 40 % nas concentracdes 400 pM e
800 pg/mL.

Uma explicacdo para o efeito redutor do potencial de membrana
mitocondrial da morina é sua atividade antioxidante. Em processo respiratorio
aeroObico o oxigénio atua como aceptor final de elétrons, mas durante
processos oxidativos biolégicos ou em circunstancias patolégicas podem ser
transformados em espécies reativas do oxigénio (EROs) (MACHADO et al.,
2008, FERREIRA, 2010). A sintese excessiva de EROs altera a expresséo e
ativacdo de enzimas antioxidantes, o potencial de membrana mitocondrial
levando a morte celular por apoptose, dano ao DNA, e instabilidade gendmica,
0s quais levam a tumorigénese (KUA et al.,, 2007). Estudos realizados por
KAPOOR & KAKKAR (2012) demonstraram que o flavonoide morina foi capaz
de restaurar a expressao e a atividade de enzimas antioxidantes, tais como,
catalase, GXP e da GSH (SINGH et al.,, 2012 TANEDA et al.,, 2102). Os
grupos hidroxila, presentes na estrutura do flavonoide morina,
desempenharam um importante papel na formacdo de EROS e ajuda na
manutencdo da integridade mitocondrial prevenindo a alteracédo do potencial
de membrana mitocondrial (ZHANG et al., 2011).

5.5 Avaliagéo da atividade de caspases-3 e -6

A caspase-3 representa uma das proteases chaves para
desencadeamento da apoptose. De acordo com as figuras 45 e 46, pode-se
observar que o composto morina e o extrato de oliveira foram capazes de
ativar, significativamente, as caspases-3 e -6 para a linhagem de célula U937 e
SK-MEL-5 o que comprova sua capacidade de promover morte celular por

apoptose.
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Figura 45. Atividade das caspases-3 e -6 induzida pelo composto morina na
linhagem celular humana U937 apo0s 48 horas de incubacgédo. O
zero significa o controle negativo do teste (células e meio de
cultivo). A concentragdo de DMSO foi de 0,2 %. *P<0.05, valores
estatisticamente significantes em relacdo ao controle negativo

(zero).
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Figura 46. Atividade das caspases-3 e -6 induzidas pelo extrato de oliveira
contra a linhagem de célula humana U937 e SK-MEL-5, ap6s 48
horas de incubacdo.O zero significa o controle negativo do teste
(células e meio de cultivo). A concentracdo de DMSO foi de 0,2%.
*P<0.05, valores estatisticamente significantes em relacdo ao
controle negativo (zero).

Os resultados obtidos com a analise das caspases-3 e -6 confirmam um
aumento da atividade da caspases-3 e -6 para 0 composto morina e para o
extrato de oliveira, apdés 48 horas de tratamento. Estes resultados
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corroboraram com os resultados obtidos por microscopia de fluorescéncia e
citometria de fluxo, evidenciando o efeito citotdxico através da inducdo de
morte celular por apoptose de maneira concentragcdo dependente apos 48
horas de tratamento para a linhagem celular U937.

E bem conhecido que as caspases desempenharam um papel critico na
iniciacao de apoptose (KUO et al., 2007; CHEN & DEBNATH, 2009). De acordo
com as especificidades, as caspases podem ser agrupados em "iniciadores"
apoptoticos, tais como a caspase-8, e "efetores de apoptose”, tais como a
caspase-3 (LIU et al., 2011). Pesquisas demonstraram que a apoptose induzida
por morina promoveu a ativagao de caspase-3 e -9, Bax, expresséo e liberacdo
de citocromo C de mitocondria e a diminuicdo da expressdo de Bcl-2 em
células HL-60. Pesquisas demonstram que a apoptose induzida por morina
pode envolver uma via mitocondria-dependente e mecanismo mediada por
caspase-3 (KUO et al., 2007).

Estudos tém comprovado que compostos presentes no extrato de
oliveira, tais como hidroxitirosol e oleuropeina sdo capazes de ativar o
mecanismo de morte celular programada por apoptose em varios tipos de
canceres (BURATTINI et al, 2013).

Nossos resultados mostraram que o flavonoide morina reduz viabilidade
celular, induz apoptose, diminui o potencial de membrana mitocondrial e ativa
caspase-3 e -6 para as linhagens de células testadas. Estas observacdes
estdo em concordancia com estudos que demonstraram que morina foi capaz
de regular a saida do citocromo C mitocondrial e aumentar a atividade das
caspase-3, -8 e -9, 0 qual sugere que morina promoveu apoptose através das
vias intrinsecas e extrinsecas (GRECO et al.,, 2006, GUPTA et al., 2013).
Recente estudo desenvolvido por KUO et al., (2007) apresentou resultados
semelhantes onde a morina promoveu a viabilidade celular, blogueou a
producdo de EROs, diminuiu o potencial de membrana mitocondrial, promoveu
a ativacao de caspases-3 e -9 e induziu apoptose via mitocondria-dependente

de maneira tempo e concentracdo dependentes.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o flavonoide morina e o extrato de
folnas de oliveira apresentaram atividade citotoxica contra as linhagens de
células leucémicas humanas U937 eTHP-1, células melanémicas humana SK-
MEL-5 e murina B16F10 e carcinoma pulmonar humano H460, diminuindo
significativamente a viabilidade celular de maneira concentracdo dependente.
Os resultados permitiram concluir que estes compostos induziram morte celular
por apoptose, sendo, 0 composto morina mais ativo para as células leucémicas
U937 e THP-1 de maneira tempo e concentracdo dependente e o extrato de
oliveira mais ativo para as linhagens U937 e SK-MEL-5 também de maneira
tempo e concentracdo dependente.

Os resultados obtidos mostram que o flavonoide morina e o extrato de
oliveira sdo promissores na busca por novos agentes antineoplasicos, no entanto
mais testes devem ser realizados a fim de elucidar as vias de inducdo de

apoptose promovida por este composto nestas linhagens neoplasicas.
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