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RESUMO

OLIVEIRA, J. A. ATIVIDADE CITOTOXICA E APOPTOTICA DE NITENSIDINA A
E B EM CELULAS DE CARCINOMA CERVICAL IMORTALIZADAS PELO
PAPILOMA VIRUS HUMANO (HPV) E NAO INFECTADAS. Trabalho de Concluséo
de Curso. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade Estadual Paulista “Julio de

Mesquita Filho”. Campus de Araraquara, 2011.

Céncer cervical é o segundo tipo mais comum em mulheres no mundo. Estudos apontam que
a presenca de certos tipos do HPV desempenha um papel central na formacdo do cancer.
Apesar do grande sucesso da prevencdo do cancer uterino com vacinas, 0 uso de produtos
naturais para o tratamento de doengas € crescente e de grande importancia econdémica.
Alcal6ides guanidinicos isolados de Pterogyne nitens representam uma potencial fonte de
novos tratamentos. O objetivo geral desse trabalho foi avaliar a atividade apoptética induzida
em células de carcinoma cervical infectadas (SiHa) e ndo infectadas pelo HPV (C33-A),
tratadas com nitensidinas A e B, isoladas de folhas de Pterogyne nitens Tul. A citotoxicidade
dos alcaldides foi avaliada utilizando o método de MTT. Para avaliar quantitativamente a
apoptose e necrose celular, foi executado o ensaio de Anexina V por citometria de fluxo.
Ambas as substancias, nitensidinas A e B, apresentaram efeito citotoxico concentracéao-
resposta em ambas as linhagens testadas (SiHa e C33A) e nos dois tempos de tratamento (24
horas e 48 horas). N&o foi observada significancia estatistica quando comparados os perfis de
acdo citotoxica das duas substancias em teste (nitensidinas A e B), em nenhuma das linhagens
testadas (SiHa e C33A) e em nenhum dos dois tempos de tratamento (24 horas e 48 horas).
Ambas as substancias, nitensidina A e nitensidina B, apresentaram efeito indutor de apoptose
precoce e, em menor numero, de apoptose tardia/ necrose, em ambas as linhagens testadas

(SiHa e C33A) e nos dois tempos de tratamento (24 horas e 48 horas).

Palavras-chave: HPV, citotoxidade, apoptose, alcaléides guanidinicos.
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“Ame muitas coisas, porque em amar estd a verdadeira forga.

)

Quem ama muito conquistara muito, e o que for feito com amor estara bem feito.’

Vincent Van Gogh



1 - INTRODUCAO
1.1 — Cancer Cervical

No mundo, cerca de 6 milhdes de pessoas morrem anualmente por causa do cancer.
Nos paises em desenvolvimento, aproximadamente 25% dos casos de cancer sao causados por

infeccdes crénicas, como é o caso do papiloma virus humano (HPV) (STEWART et al, 2003).

Cancer cervical é o segundo tipo mais comum em mulheres no mundo, com uma
incidéncia de 500 mil novos casos diagnosticados todos 0s anos, e causa a morte de 230 mil
mulheres anualmente. Além disso, € bastante comum nos paises em desenvolvimento devido
sua etiologia viral (INCA, 2010; STEWART et al, 2003). A estimativa para o Brasil é de
18.430 novos casos em 2010, com um risco estimado de 18 casos a cada 100 mil mulheres.
Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer do colo do Gtero é o mais
incidente na Regido Norte (23/100.000). Nas regides Centro-Oeste (20/100.000) e Nordeste
(18/100.000), ocupa a segunda posicdo mais frequente e nas regides Sul (21/100.000) e

Sudeste (16/100.000), a terceira posicdo (INCA, 2010).

Estudos apontam que a presencga de certos tipos do HPV desempenham um papel
central na formacdo do cancer. O DNA do virus esta presente em praticamente todos 0s
canceres cervicais, e a fungédo de interacdo entre o virus e a célula hospedeira vem sendo bem
estudada (MOTOYAMA et al, 2004; ZUR HAUSEN, 2002). Além do tipo de virus e a carga
viral da infecgdo, outros fatores de risco estdo envolvidos na formagdo do céncer; como
tabagismo, mdaltiplos parceiros sexuais, grande quantidade de gravidez, uso prolongado de
contraceptivos orais (estrogénios), imunossupressdo, predisposicdo genética e infeccoes

mutagénicas (DELVENNE et al, 2007).

O exame de Papanicolau representa a forma mais simples para a deteccdo do cancer

de colo de utero e ainda é muito usado no controle da doenca. Métodos moleculares de
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rastreamento do DNA do HPV tém se demonstrado bastante eficazes no diagnostico e
controle da doenca (INCA, 2010; ZUR HAUSEN, 2002). Além disso, novos marcadores
moleculares vem sendo encontrados e também meétodos para tornar o diagnostico laboratorial

mais preciso, eficaz e com menor custo (DOORBAR et al, 2005).

1.2 — O Papilomavirus Humano (HPV)

O HPV é um virus de DNA, da familia Papovaviridae. As particulas virais possuem
capsideo protéico de padrdo icosaédrico, com 55 nm de didmetro. Dentro do capsideo, 0 DNA
se apresenta circular dupla fita (ZUR HAUSEN, 2002). O genoma viral é dividido em trés
regides génicas, diferenciadas de acordo com o0s genes que s&o codificados em cada regido. A
regido precoce (ou E, de early), com 7 a 8 genes funcionais, a regido tardia (ou L, de late) que
codifica as duas proteinas estruturais do capsideo e uma regido regulatéria, ndo-codificadora,

conhecida como LCR (long control region) ou URR (upstream regulatory region).

O tamanho relativamente pequeno do genoma do HPV, com cerca de 7.500 a 8.000
pares de bases (pb), permite uma anéalise de cada gene e a interacdo das proteinas virais com a
célula hospedeira. Os genes precoces formam 60% do genoma viral, sendo responsaveis pela
replicacdo do DNA (gene E1), controle de transcricdo (gene E2), maturacdo do virus e
alteracdo matriz e citoesqueleto celular (gene E4), bem como no estimulo da proliferacdo e
manutencdo da transformacéo celular (genes E5, E6 e E7). Os genes da regido tardia, L1 e L2,
formam 40% do genoma viral e constituem de sequéncias altamente conservadas em todos 0s
Papilomavirus. Esses genes codificam proteinas do capsideo viral que sdo responsaveis por
sua antigenicidade, a principal proteina L1, de 54 KiloDaltons (KDa) e a proteina secundaria

L2, com 52 KDa.

As proteinas virais E6 e E7 apresentam funcdo de estimular a progressao do ciclo

celular ao se associarem com proteinas reguladoras do ciclo celular hospedeiro. A proteina E7
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associa-se com pRb, um regulador negativo do ciclo celular que normalmente previne a
progressdo da fase G1 para a fase S por se associar ao fator de transcricdo E2F. Ao se ligar a
proteina E7, pRb é degrada liberando E2F, a qual estimularad a transcricdo de genes alvos
associados a replicacdo do DNA, resultando na proliferacdo celular desordenada

(MOTOYAMA et al., 2004; ZUR HAUSEN, 2002).

A proteina viral E6 completa o papel de E7, prevenindo a apoptose celular em resposta
a entrada ndo programada na fase S induzida por E7 (DOORBAR et al, 2005). A associacao
da proteina E6 dos tipos de HPV de alto risco, com a proteina p53 da célula hospedeira resulta
na degradacdo da p53, comprometendo a interrupgdo do crescimento celular e a ativacdo da
apoptose induzida por erros no DNA genémico. A perda do controle do ciclo celular mediado
por p53 favorece a instabilidade cromossémica e acumulo de mutagcbes na célula infectada

(DOORBAR et al, 2005).

O HPV tem afinidade por células epiteliais da pele e mucosas, Dependendo do tipo de
virus, pode causar proliferacdo benigna ou maligna. Os diferentes tipos de HPV sdo definidos
como tendo mais de 10% de diferenca em regides especificas do seu genoma. Portanto,
determinados tipos virais com diferentes formas de interacdo determinam, em conjunto, 0
potencial oncogénico do virus. A infeccdo de pele e mucosas pelo HPV ocorre por meio de
microlesdes existentes na camada basal do tecido (ZUR HAUSEN, 2002). Nos tumores de
células escamosas, 68% dos tipos virais encontrados sdo HPV 16 e em células de
adenocarcinoma e adenoescamosas, 71% dos tipos virais sdéo HPV 18. Segundo estudos
clinicos, epidemioldgicos e imunologicos, os tipos de HPV sdo classificados, segundo seu
potencial oncogénico, em baixo risco (HPV 6, 11) e alto risco (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 45 e

outros) (MOTOYAMA et al., 2004). Os novos estudos estdo direcionados na compreenséao da
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interacdo entre 0 HPV e a célula hospedeira, mostrando como a pesquisa basica pode

contribuir para prevencao do cancer (ZUR HAUSEN, 2002).

1.3 — Morte Celular — Apoptose e Necrose

A apoptose € uma forma de morte celular rigorosamente controlada, que
complementa a mitose e o crescimento celular. E desencadeada por excesso ou falta de
estimulos de crescimento celular, proliferagdo e até mesmo dano celular. Portanto, a apoptose
é de fundamental importancia para o controle do crescimento de 6rgdos e tecidos e na
manutencdo da vida (BRAS et al, 2004). A perda no controle dos mecanismos de apoptose na

célula é uma das causas do aparecimento do cancer (BOERSMA et al, 2005).

Existem diversas classificacdes para o processo de morte celular programada. A
maioria delas envolve observacdo da célula quanto ao fenotipo nuclear, organizacdo do

citoesqueleto, alteracdo de organelas e composicao bioquimica celular.

A célula em apoptose caracteriza-se por uma diminui¢do no tamanho, fragmentacéo
do DNA e condensacdo da cromatina, levando ao aparecimento de nucleo picnético, formacao
de vaclolos autofagicos, dilatacdo de organelas citoplasméaticas como mitocondria e
complexo de Golgi. Isso demonstra que a mitocondria esta ligada em coordenar os sinais de
morte celular. Por fim, ocorre uma desintegracdo controlada da membrana formando os

corpos apoptoticos (BRAS et al, 2004).

Por outro lado, a necrose € 0 processo causado por um estimulo intenso que resulta
na perda de controle por parte da célula, rapida interrup¢do dos processos de manutencéo da
integridade celular, rompimento da membrana plasmatica, destrui¢cdo do citoplasma e, como

conseqiiéncia final, a morte celular (BRAS et al, 2004).
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1.4 — Apoptose e Anexina V

A apoptose também é acompanhada de perda de simetria da membrana e exposicao
de fosfatidilserina da face intracelular para a superficie celular. A expressao de fosfatidilserina
na superficie da célula tem um papel fundamental no sistema imunoldgico responséavel pelo
reconhecimento e remocdo das células apoptoticas pelos macrofagos e sua apresentagdo pela
célula coincide com a condensacdo da cromatina durante a morte celular programada

(MUNOZ et al, 2007).

As anexinas fazem parte de uma familia de proteinas que possuem a habilidade de se
ligarem a fosfolipideos de membrana na presenca de Ca’*. A anexina V é um ligante
altamente especifico a fosfatidilserina e de ocorréncia natural (MUNOZ et al, 2007). Portanto,
a expressao de fosfatidilserina em células apoptdticas pode ser medida in vitro com anexina V
conjugada com fluorocromo (VAN GENDEREN et al, 2006). A medicdo da anexina V deve
ser feita em conjunto com um corante de exclusdo, usado para marcar a integridade da
membrana e permitir a diferenciacdo entre células em apoptose ou necrose. O ensaio de
anexina V apresenta a vantagem de ser um teste sensivel, de facil execucédo, boa correlacao
clinica e avaliagdo da eficacia do tratamento, além de oferecer a possibilidade de detectar as

fases inicias da apoptose (VAN GENDEREN et al, 2006).

1.5 — Alcaloides e a Terapia do Cancer

Apesar do grande sucesso da prevencdo do cancer uterino com vacinas (VILLA,
2007), o uso de produtos naturais para o tratamento de doengas é crescente e de grande
importancia econémica. O mercado mundial de medicamentos derivados de produtos naturais
movimenta cerca de US$ 22 bilhdes por ano. A balanca comercial brasileira é altamente
deficitaria neste item. O pais exporta cerca de US$ 7 milhdes em extratos vegetais de alcaguz,

aldes, bardana, catuaba, ipeca e quina. Por outro lado, importa uma quantidade consideravel
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medicamentos e produtos diversos provenientes de fontes naturais, um verdadeiro contra-
Senso para uma nacdo que possui uma das maiores populacdes vegetais do planeta
(FERNANDES; ANTUNES, 2000). A diversidade da flora brasileira apresenta uma
importante fonte de principios ativos. Os gastos do Brasil com a importacdo de matéria prima
de medicamentos supera a marca dos 3 bilhGes de dblares. Essa dependéncia externa pode ser
superada com a pesquisa e busca de principios ativos naturais na flora brasileira (VARANDA,

2006).

Alcal6ides guanidinicos sdo encontrados nas familias Euphorbiaceae e Fabaceae e
por isso também apresentam importancia taxondmica. Estudos realizados anteriormente
revelaram que alcaldides guanidinicos apresentaram moderada citotoxicidade em células do

ovario de hamster chineses (CHO-Aux-B1) (BOLZANI et al, 1995).

2-OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade apoptoética induzida em células de carcinoma cervical infectadas

e ndo infectadas pelo HPV, tratadas com nitensidina A e B, isoladas de Pterogyne nitens Tul.

2.1 — Objetivos especificos
1. Avaliar a citotoxicidade celular utilizando o método de MTT, em linhagens epiteliais
de adenocarcinoma cervical transformadas pelo HPV-16 (SiHa) e ndo transformadas
pelo HPV (C33-A), utilizando alcaldides extraidos da planta Pterogyne nitens
(nitensidinas A e B) nos tempos de tratamento de 24 e 48 horas.
2. Avaliar quantitativamente a apoptose e necrose celular, utilizando o ensaio de anexina
V, por citometria de fluxo, em linhagens celulares epiteliais de adenocarcinoma

cervical transformadas pelo HPV-16 (SiHa) e ndo transformadas pelo HPV (C33-A),
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utilizando diferentes concentracBes de alcaldides extraidos de Pterogyne nitens

(nitensidinas A e B) nos tempos de tratamento de 24 e 48 horas.

3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 — Obtencéo de nitensidina A e B das folhas de Pterogyne nitens Tulasne (Fabaceae-
Caesalpinioideae)

O processo de obtencdo dos alcaldides guanidinicos, nitensidina A e B, foi realizado
nas dependéncias do NuBBE — Ndcleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos
Naturais, Departamento de Quimica Organica, Instituto de Quimica, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) sob supervisdo do Prof. Dr. Luis Octavio

Regasini.

As folhas de Pterogyne nitens Tul. (Fabaceae-Caesalpinioideae) foram coletadas no
Instituto Botanico, S&o Paulo — SP, Brasil, entre 0os meses de abril e maio de 2003, pela Dra.
Maria Claudia Marx Young e identificado como sendo Pterogyne nitens Tulasne (Fabaceae —
Caesalpinioideae) pela Dra. Inés Cordeiro do mesmo instituto. Uma exsicata (SP204319)
encontra-se depositada no herbario “Maria Eneida P. Kaufmann” do Instituto Botanico, Sdo

Paulo — SP, Brasil.

O material botanico foi seco a temperatura ambiente e entdo submetido a moagem
empregando moinho de facas. O p6 obtido foi levado a maceragdo empregando hexanos e
com posterior maceragdo em etanol. O extrato etanolico foi dissolvido em mistura
metanol:dgua (7:3) e seguido de particdo liquido-liquido empregando-se acetato de etila e

posteriormente n-butanol, obtendo-se trés fracoes.

A fracdo n-butandlica foi acidificada com CH3SO3H aquoso (25 %) e levada a particéo

liquido-liquido em CHCIs. A fracdo cloroférmica foi descartada e a fracdo aquosa foi tratada
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com NH,OH até pH 7 e novamente submetida a particdo liquido-liqguido em CHCI;. A

presente fracdo cloroférmica foi evaporada, obtendo-se a fracdo alcaloidica.

A fracdo alcaloidica foi cromatografada por sucessivas colunas de gel de silica, eluidas
em CHCI3:MeOH (100 a 75 %), obtendo-se os metanossulfonatos de nitensidina A e B, 0s
quais tiveram sua estrutura molecular identificada por técnicas espectroscopica, tais como

RMN de *H e RMN de **C . (Figura 1).

HM
HN JJ‘:{ /\A\/\’?JL

metanossulfonato de nitensidina B

0:5CH;
HM
wml\HM\

metanossulfonato de nitensidina A

Figura 1: Formula Estrutural de nitensidina A e B

3.2 — Cultura de células

Nos ensaios bioldgicos foram utilizadas as linhagens celulares epiteliais de
adenocarcinoma cervical transformadas pelo HPV-16 (SiHa) e ndo transformadas pelo HPV
(C33-A), cedidas pela Dra. Luiza Lina Villa, do Laboratério de Virologia, Instituto Ludwig
para Pesquisa do Cancer. As células foram cultivadas em garrafas para cultura com mistura de
meio DMEM e Ham's F10 1:1 (Sigma Co., St. Louis, USA) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Cultlab, Campinas-SP, Brasil) e antibidticos penicilina 100 U/mL,

estreptomicina 100 pg/mL, 0,25ug/mL de anfotericina B, 0,2mg/mL de ciprofloxacina, 0,1
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mg/mL de kananicina (Sigma), para se evitar contamina¢do microbiana. O crescimento
celular aconteceu em garrafas na estufa com 5% de CO, a 37 °C até que a monocamada
celular estivesse confluente. Depois disso, as células foram lavadas com 2 mL de solugédo de
Hanks (0,4g de KCI, 0,069 de KH,PO,, 0,04g de Na,HPQO,, 0,359 de NaHCO3, 1g de glicose,
H.O g.s.p. 1000 mL) e colhidas adicionando-se 1 mL de tripsina (Solugéo de tripsina (0,05%)
em PBS — GBICO). Entdo, as células foram homogeneizadas com volumes variados do meio
acrescido de 10% de soro fetal bovino. A suspensdo celular obtida em uma garrafa foi
transferida para outras garrafas, de modo a obter 10° células por garrafa. O procedimento foi

repetido até se obter quantidade de células suficientes para os experimentos.

3.3 — Citotoxicidade (MTT)
3.3.1-Ensaiode MTT

Por meio do ensaio de metil-tiazol-tetrazolio (MTT) podemos determinar a atividade
metabdlica da mitocéndria e correlacionar com as células viaveis apds tratamento com o
agente quimioterapico. Trata-se de um ensaio colorimétrico baseado na capacidade das
células viaveis reduzir o sal de MTT, por acdo da succinato desidrogenase mitocondrial, e
formar cristais de azul de formazana (MOSMANN, 1983). Este método apresenta a vantagem
de ser um teste rapido, de facil execucdo e boa correlagéo clinica, pois permite a determinagéo
da Clsg e citotoxicidade de substancias em fase de avaliagdo (LEON et al, 2006; ZHANG et
al, 2004; KAWADA et al, 2002). Apos o periodo de tratamento (descrito a seguir), descarta-
se 0 meio de cultura da placa e coloca-se 10 uL de MTT a 5 mg/mL em cada poco. Incuba-se
a placa por mais 3 horas nas mesmas condi¢des de cultivo para ocorrer reducdo do sal. Depois
é feita a leitura com comprimento de onda a 540 nm em leitor de placas ELISA. Foram feitos
trés ensaios independentes para cada linhagem celular, cada tempo de tratamento (24 e 48
horas), e para cada substancia (nitensidinas A e B) a fim de se obter valores estatisticos

significantes. Estimou-se a porcentagem de células vivas através da formula:
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Cels. Vivas (%) = [Ass (Nitensidina)] / [Ass (Cont. Negativo)] x 100

Onde As4o (Cont. Negativo) é a média da absorvancia dos pogos com controle negativo
e Asq (nitensidina) € a média da absorvancia dos pogos com o composto testado. Assim, com
o gréafico obtido da relacdo da concentracéo testada e da porcentagem de células vivas fez-se a

estimativa da concentracao inibitoria 50% (Clsp).

3.3.2 — Tratamento das células

Foi cultivada uma suspensdo de células contendo cerca de 1 x 10* células/mL em cada
pocinho da placa com 96 pocos. Ap6s 24 horas de cultivo, as células foram tratadas com as

nitensidinas A e B.

Foram feitas diluicbes dos compostos em meio de cultura de células para que fossem
obtidas concentracdes de 0,25, 0,74, 2,22, 6,66 e 20 pg/mL usadas no tratamento por 24 e 48
horas. Como controle positivo, utilizou-se doxorrubicina 50 pg/mL, controle de veiculo com

meio de cultura contendo 1 de DMSO e o controle negativo é meio de cultura sem tratamento.

3.4 — Ensaio de Apoptose (Anexina V)

Cerca de 1 x 10° células/poco foram cultivadas em placas de 12 pogos por 24 horas
para a formacdo da monocamada confluente. Depois do crescimento, as células foram tratadas
com as nitensidinas A e B em pontos proximos obtidos na concentracao inibitoria 50% (Clsp),
dois pontos acima e dois pontos abaixo, resultando em tratamento com as mesmas
concentragdes do ensaio de citotoxicidade (0,25, 0,74, 2,22, 6,66 e 20 pg/mL) nos tempos de
24 e 48 horas. ApoOs o tratamento, as células foram tripsinizadas e lavadas com meio de
cultura. Em seguida, foram centrifugadas trés vezes e lavadas com PBS. Apos a lavagem,
foram ressuspendidas em 500 pL tampdo de ligacdo, 5 pL de anexina conjugada com FITC e

5 uL de iodeto de propidio (kit anexina V, Aléxis, Lausen, Switzerland), e a reagdo foi
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incubada por 5 minutos em temperatura ambiente sob o abrigo da luz. A intensidade de
fluorescéncia (FITC e iodeto de propidio) foi avaliada em equipamento de citometria de fluxo
FACScalibur (Becton Dickson, USA). As células em apoptose precoce foram marcadas
somente por anexina V. Como nas células em apoptose tardia também ocorre o rompimento
da membrana e a marcacdo com anexina V (PEC et al, 2003), assim como na necrose, as
células com dupla marcacédo resultante da permeabilidade da membrana foram classificadas

como apoptose tardia / necrose.

3.5 - Controles
Para cada ensaio (MTT e anexina V) foram incluidos um controle positivo (linhagem
tratada com doxorrubicina diluida em meio DMEM na concentragdo de 50 pg/mL), um

controle negativo (linhagem celular ndo tratada) e um controle de veiculo (DMSO 1%)

3.6 — Andlise Estatistica

Para a analise estatistica dos resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade (MTT) e
anexina V, foi aplicado o teste paramétrico one way ANOVA com poés-teste de Tukey através
do software Graph Pad Prisma versdo 5.01, 2007. Em todas as analises estatisticas foi

considerado o nivel de significancia de p < 0,05.

4 - RESULTADOS
4.1 — Citotoxicidade

O ensaio foi realizado atraves da técnica de MTT com cinco diferentes concentracfes
(0,25, 0,74, 2,22, 6,66 e 20 pug/mL) de cada uma das duas substancias (nitensidina A e
nitensidina B), nas duas linhagens propostas (SiHa e C33A) e em dois tempos de tratamento
(24 e 48 horas). Para determinacgdo do Clso foram feitas linhas de tendéncia lineares e, através

das equacdes das retas obtidas, os valores foram definidos.
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Foi possivel observar um aumento da citotoxicidade proporcionalmente ao aumento da
concentracdo (efeito concentracdo-resposta) de ambas as substancias testadas na linhagem
SiHa (Figura 2 e Figura 3), onde na maior concentracdo houve menor porcentagem de células
vivas, ou seja, maior taxa de morte celular, em ambos os tempos. J& nas menores
concentracdes as porcentagens de morte celular sdo baixas e com pouca variacdo entre elas,

evidenciando um baixo poder citotdxico das substancias nessas concentracgoes.

Houve um aumento da citotoxicidade com o aumento do tempo de tratamento na
maior concentracdo (20 pg/mL) para ambas as substancias. Na analise estatistica ndo foi

observada significancia quando se comparou a nitensidina A com a nitensidina B.

Os resultados obtidos para a linhagem C33A sdo bastante semelhantes aos obtidos
com a linhagem SiHa, e assim a andlise estatistica ndo evidenciou significancia quando

comparadas as duas linhagens.

Com a C33A foi possivel observar o efeito concentracdo-resposta de ambas as
substancias (Figura 5 e Figura 6), assim como um efeito tempo-resposta. Na maior
concentragdo (20 pg/mL) houve a maior taxa de morte celular e nas menores concentragdes as
taxas de morte foram baixas e variaram pouco. Tampouco foi observada significancia quando

comparada nitensidina A com nitensidina B.
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Figura 2: Ensaio de citotoxicidade utilizando nitensidinas A e B (MTT). Comparagdo entre
substancias. Porcentagem de células mortas na linhagem SiHa tratadas com nitensidina A (A)
e nitensidina B (B) nas concentragdes de 0,25, 0,74, 2,22, 6,66 e 20 pg/mL em dois tempos de
tratamento (24 e 48 horas). Os dados referem-se as médias de trés experimentos
independentes e erro padrdo (M = EP). CP (controle positivo) e CV (controle de veiculo —
DMSO 1%). A) Clsg nitensidina A - 24 horas: 10,31 pg/mL (y = -0,0297x + 0,8065); Cls
nitensidina A - 48 horas: 11,17 pg/mL (y = -0,0409x + 0,9572). B) Cls nitensidina B - 24
horas: 12,32 pg/mL (y = -0,0333x + 0,9103); Cls nitensidina B - 48 horas: 8,84 pg/mL (y = -
0,0414x + 0,8662). One Way ANOVA com pos-teste de Tukey.
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Figura 3: Ensaio de citotoxicidade utilizando nitensidinas A e B (MTT). Comparagdo entre
substancias. Porcentagem de células mortas na linhagem C33A tratadas com nitensidina A (C)
e nitensidina B (D) nas concentragdes de 0,25, 0,74, 2,22, 6,66 e 20 pg/mL em dois tempos de
tratamento (24 e 48 horas). Os dados referem-se as médias de trés experimentos
independentes e erro padrdo (M = EP). CP (controle positivo) e CV (controle de veiculo —
DMSO 1%). A) Clsg nitensidina A - 24 horas: 11,91 pg/mL (y = -0,0337x + 0,9015); Clsg
nitensidina A - 48 horas: 8,18 pg/mL (y =-0,0314x + 0,757). B) Clsg nitensidina B - 24 horas:
10,97 pg/mL (y = -0,0344x + 0,8774); Clso nitensidina B - 48 horas: 8,92 pug/mL (y = -
0,0375x + 0,8346). One Way ANOVA com pos-teste de Tukey.
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Figura 4 - Ensaio de citotoxicidade utilizando nitensidinas A e B (MTT). Comparagéo entre
tempos de tratamento. Porcentagem de células mortas na linhagem SiHa tratadas com
nitensidina A e nitensidina B nas concentragdes de 0,25, 0,74, 2,22, 6,66 e 20 pg/mL nos
tempos de tratamento de 24 horas (E) e 48 horas (F). Os dados referem-se as médias de trés
experimentos independentes e erro padrdo (M = EP). CP (controle positivo) e CV (controle de
veiculo — DMSO 1%). One Way ANOVA com pos-teste de Tukey
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Figura 5 - Ensaio de citotoxicidade utilizando nitensidinas A e B (MTT). Comparagéo entre
tempos de tratamento. Porcentagem de celulas mortas na linhagem C33A tratadas com
nitensidina A e nitensidina B nas concentragdes de 0,25, 0,74, 2,22, 6,66 e 20 pug/mL, nos
tempos de tratamento de 24 horas (G) e 48 horas (H). Os dados referem-se as medias de trés
experimentos independentes e erro padrdo (M = EP). CP (controle positivo) e CV (controle de
veiculo — DMSO 1%). One Way ANOVA com p0s-teste de Tukey.
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Figura 6 - Ensaio de citotoxicidade utilizando nitensidinas A e B (MTT). Comparagéo entre
substancias. Porcentagem de células mortas nas linhagens SiHa e C33A tratadas com
nitensidina A (1) e nitensidina B (J) nas concentragdes de 0,25, 0,74, 2,22, 6,66 e 20 pg/mL
durante 24 horas. Os dados referem-se as médias de trés experimentos independentes e erro
padrdo (M = EP). CP (controle positivo) e CV (controle de veiculo — DMSO 1%). One Way
ANOVA com pos-teste de Tukey.
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Figura 7 - Ensaio de citotoxicidade utilizando nitensidinas A e B (MTT). Comparagéo entre
substancias. Porcentagem de células mortas nas linhagens SiHa e C33A tratadas com
nitensidina A (K) e nitensidina B (L) nas concentrages de 0,25, 0,74, 2,22, 6,66 e 20 pg/mL
durante 48 horas. Os dados referem-se as médias de trés experimentos independentes e erro
padrédo (M + EP). CP (controle positivo) e CV (controle de veiculo — DMSO 1%). One Way
ANOVA com pos-teste de Tukey.

4.2 — Ensaio de anexina V

Com o intuito de avaliar o potencial efeito indutor de apoptose das nitensidinas A e B,

foi realizado o ensaio de anexina V por citometria de fluxo nas duas linhagens (SiHa e C33A)
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tratadas com 0,25, 0,74, 2,22, 6,66 e 20 ug/mL de ambas as nitensidinas (A e B). Para a

realizacdo do experimento, as células foram tratadas por 24 horas e 48 horas.

Na linhagem SiHa (Figura 9 e Figura 10) foi possivel observar uma elevada inducéo
de mortes por apoptose precoce, uma morte menos devastadora, nos tratamentos com 0,25,
0,74, 2,22, 6,66 pg/mL de ambas as nitensidinas, e em ambos os tempos. Na maior
concentracdo do tratamento, 20 pg/mL, é possivel observar uma menor taxa de morte — mas
ainda assim elevada — por apoptose precoce, e um maior nimero de mortes ocorridas via
apoptose tardia/necrose. N&o houve significancia estatistica quando comparadas as duas

substancias e os dois tempos de tratamento.
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A Anexina V - SiHa - 24 h (nitensidina A)
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Figura 8 - Ensaio de apoptose por citometria de fluxo utilizando anexina V conjugada com
FITC e iodeto de propidio. Linhagem SiHa tratada com 0,25, 0,74, 2,22, 6,66 e 20 pug/mL de
nitensidina A nos tempos de 24 horas (A) e 48 horas (B). Os dados referem-se as médias de
dois experimentos independentes (Média + Erro Padrdo). CN (controle negativo), CP
(controle positivo), CV (controle de veiculo). One Way ANOVA com poés-teste de Tukey.
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C Anexina V - SiHa - 24 h (nitensidina B)
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Figura 9 - Ensaio de apoptose por citometria de fluxo utilizando anexina V conjugada com
FITC e iodeto de propidio. Linhagem SiHa tratada com 0,25, 0,74, 2,22, 6,66 e 20 pug/mL de
nitensidina B nos tempos de 24 horas (C) e 48 horas (D). Os dados referem-se as médias de
dois experimentos independentes (Média + Erro Padrdo). CN (controle negativo), CP
(controle positivo), CV (controle de veiculo). One Way ANOVA com poés-teste de Tukey.
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Na linhagem C33A (Figura 11 e Figura 12) foi observado um perfil semelhante ao da
linhagem SiHa, em ambos os tempos tratamento com as nitensidinas A e B, ndo existindo
significancia estatistica nessa comparacdo. As taxas de morte por apoptose precoce foram
elevadas, sendo possivel observar também um discreto aumento das mortes por apoptose

tardia/necrose e uma diminuicdo das mortes por apoptose precoce nas maiores concentracoes.

E Anexina V - C33A - 24 h (nitensidina A)
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Figura 10 - Ensaio de apoptose por citometria de fluxo utilizando anexina V conjugada com
FITC e iodeto de propidio. Linhagem C33A tratada com 0,25, 0,74, 2,22, 6,66 e 20 pug/mL de
nitensidina A nos tempos de 24 horas (E) e 48 horas (F). Os dados referem-se as médias de
dois experimentos independentes (Média + Erro Padrdo). CN (controle negativo), CP
(controle positivo), CV (controle de veiculo). One Way ANOVA com pdés-teste de Tukey.
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G Anexina V - C33A - 24 h (nitensidina B)
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Anexina V - C33A - 48 h (nitensidina B)
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Figura 11 - Ensaio de apoptose por citometria de fluxo utilizando anexina V conjugada com
FITC e iodeto de propidio. Linhagem C33A tratada com 0,25, 0,74, 2,22, 6,66 e 20 pug/mL de
nitensidina B nos tempos de 24 horas (G) e 48 horas (H). Os dados referem-se as médias de
dois experimentos independentes (Média + Erro Padrdo). CN (controle negativo), CP
(controle positivo), CV (controle de veiculo). One Way ANOVA com pdés-teste de Tukey.
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5 - DISCUSSAO

O papilomavirus humano é amplamente reconhecido como fator etiolégico para les6es
neoplésicas cervicais precursoras e/ou invasoras (FOCCHI et. al, 2000). Estima-se que até
80% das mulheres adquiram uma infeccdo pelo HPV durante sua vida e até 50% destas
infecgBes sera por um tipo de HPV oncogénico (BASEMAN et. al, 2005). Dos mais de 100
tipos de HPV existentes, aproximadamente 40 afetam o trato genital humano, e destes, 10 a
15 estdo associados a carcinogénese cervical. Os HPVs de baixo risco (6, 11, 30, 42, 43 e 44)
sdo encontrados em lesdes intra-epiteliais de baixo grau (LIE-BG). Os HPVs de médio risco
(31, 33, 35, 39, 51, 52, 58 e 61) sdo mais encontrados em lesdes intra-epiteliais de alto grau
(LIE-AG) e, com menor frequéncia, em canceres. Os HPVs de alto risco (16, 18, 45 e 56) séo
encontrados em LIE-AG e em canceres cervicais (BAGARELLLI et. al, 2004). O tipo de HPV
16, de alto risco oncoldgico, foi considerado pela IARC (Internacional Agency for Research

on Cancer) como definitivamente carcinogénico para a raca humana.

Diferentemente dos outros canceres humanos, o cancer cervical €, em principio, uma
doenca evitavel, ja que apresenta evolucdo lenta, com longo periodo desde o desenvolvimento
das lesbes precursoras ao aparecimento do cancer (SARAIYA et. al, 2002). O diagnostico
precoce e 0 acompanhamento da paciente consistem nas principais armas contra a progressao
para a lesdo maligna. Os métodos diagnosticos das lesbes induzidas por HPV sdo
morfologicos e incluem o exame clinico, a colposcopia, a citologia oncologica e a histologia.
Ja a identificacdo da infeccdo por HPV propriamente dita inclui os métodos bioldgicos via
biomarcadores, como as hibridizacdes moleculares de acidos nucléicos, tipo Southern Blot,
captura de hibridos, hibridizacdo in situ e reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
(CARVALHO et. al, 1999). O mecanismo pelo qual o HPV de alto risco influi no ciclo
celular, levando a sua desregulacéo e progressdo da lesédo, inclui fatores inerentes ao virus e a

sua inter-relacdo com a célula hospedeira. Tais interferéncias no metabolismo celular poderao
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causar modificacbes, promovendo o aparecimento de biomarcadores que, uma vez
identificados, serviriam para orientar o prognostico de evolucdo da doenca (ELEUTERIO

JUNIOR et. al, 2007).

O carcinoma de colo uterino ainda apresenta elevada morbiletalidade em nosso meio,
pela ineficacia das rotinas de prevencédo e de diagnostico precoce (DE PALO et. al, 2002). O
declinio na incidéncia do céancer invasor do colo uterino em paises desenvolvidos pode ser
atribuido principalmente a um aumento na deteccao e tratamento das lesGes precursoras. Isto
estd sendo alcancado mediante exames preventivos de colpocitologia oncoldgica (CO)
seguido de colposcopia com bidpsia dirigida nas pacientes com exames alterados (RINAS
AC, 1999). E estimado que uma reducéo de até 80% da mortalidade por esse cancer pode ser
alcancada através do rastreamento de mulheres na faixa etéaria de 25 a 65 anos com o teste de
Papanicolaou e tratamento das lesbes precursoras com alto potencial de malignidade ou
carcinoma in situ (INCA, 2010). Além do rastreamento e acompanhamento das pacientes,
uma nova arma de combate ao cancer de colo de Utero tem sido a comercializacdo de vacinas

contra a infeccdo pelo HPV.

Atualmente existem duas vacinas disponiveis contra o HPV: a recombinante
quadrivalente, desenvolvida por Merck Sharp & Dohme, e a recombinante bivalente, da
GlaxoSmithKline, ambas comercializadas no Brasil. S&o constituidas de "pseudoparticulas
virais", ou virus-like particles (VLPs), obtidas através de engenharia genética. As VLPs sédo
geradas por clonagem do gene tardio L1 (proteina antigénica maior e principal, que se
estrutura em pentameros) da capside do HPV. Portanto, sdo vacinas de subunidade (de uma s6
proteina do virus) (STANLEY, 2007). A quadrivalente contém VLPs purificadas de HPV 16
e 18 (alto risco) e HPV 6 e 11 (baixo risco). Ja a bivalente contém somente VLPs purificadas

de HPV 16 e 18. Ensaios clinicos demonstraram bons resultados de imunogenicidade,
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seguranca e eficacia na prevencdo do cancer cervical e das verrugas genitais de ambas as

vacinas (SIMOES, 2010).

Apesar do potencial sucesso de prevencdo do cancer de colo uterino utilizando a
imunizacdo, novas armas para o tratamento sdo ainda um importante foco de pesquisa e
investimento. A busca por substancias que induzam o processo de apoptose seletivamente em
células malignas é um desafio atual e os produtos naturais constituem uma fonte promissora
nesse segmento. As plantas sdo utilizadas como alternativa terapéutica para o cancer quando
fornecem compostos ativos, e também quando utilizadas como fator preventivo ao
aparecimento/desenvolvimento do cancer quando consumidas regularmente, caso das frutas e
vegetais (ELIAS, 2009). Além da atividade anti-neoplasica, os potenciais antiinflamatorio,

antibacteriano e antioxidante sdo bem reconhecidos em extratos de diversas fontes naturais.

Estudos prévios demonstraram uma potente atividade antiproliferativa de alcaldides
guanidinicos extraidos de Pterogyne nitens em células cancerosas (BOLZANI et. al, 1995), o
que evidencia o potencial anti-neoplésico dessas substancias, indicio que, uma vez bem
estudado, pode ser utilizado no desenvolvimento de novos farmacos. H& ainda o potencial
efeito mutagénico de fracbes de P. nitens ja evidenciado em estudos anteriores (OLIVEIRA et
al., 2007), o que alerta para o potencial anticarcinogénico dos compostos bioativos existentes
na planta (FERREIRA et al., 2009). MutacGes que gerem modificacdes na expressao de genes
que regulam o ciclo celular, a exemplo do pRb, podem aumentar a suscetibilidade de células
malignas a agentes quimioterapicos (HOCHHAUSER, 1997) e gerar avangos na terapia

contra o cancer.

A flora brasileira representa uma fonte rica e diversificada de principios ativos, que
devem estar sob constante prospeccédo e avaliacdo de seus potenciais medicinais, uma vez que

0 correto manejo de nossas fontes de medicamentos de origem vegetal € de extrema
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importancia econdmica (VARANDA, 2006). Apesar dos grandes esforcos e dos robustos
investimentos em pesquisas para o desenvolvimento de novos farmacos, as descobertas vem
sendo cada vez mais escassas. Diante desse cenario, a busca por moléculas inspiradas em
produtos naturais tem sido cada vez mais explorada e traz novas perspectivas. Os avancos nas
técnicas de separacdo, purificacdo e identificacdo de misturas complexas de extratos e a
diversidade estrutural presente na natureza sdo os fatores responsaveis por este renovado
interesse. Entre 1981 e 2006, dos 847 farmacos de baixo peso molecular lan¢ados no
mercado, 43 eram produtos naturais e 232 produzidos por hemi-sintese a partir de produtos
naturais. Dos 572 obtidos por sintese total, 262 substancias possuiam um grupo farmacoforico
inspirado em produtos naturais ou poderiam ser considerados analogos de produtos naturais
(SCHMIDT et al., 2008). Isso demonstra a grande capacidade dessas estruturas em servirem
como fonte de inspiracdo na sintese de novas moléculas. Cada extrato é constituido de uma
verdadeira biblioteca de moléculas que, uma vez identificadas, analisadas e devidamente

estudadas, podem fornecer uma imensa gama de armas terapéuticas.

No presente estudo, dois alcal6ides guanidinicos isolados de P. nitens (nitensidinas A
e B) foram avaliados segundo seus potenciais citotoxicos e apoptéticos, onde foram obtidos
resultados altamente satisfatorios. Em relagdo a citotoxicidade, a curva concentracao-resposta
confirmou-se de acordo com o que era esperado da observacdo de estudos prévios realizados
com alcaldides guanidinicos extraidos de P. nitens (pteroginina e pteroginidina). Nas maiores
concentragfes das substancias (nitensidinas A e B) a morte celular foi acentuada e
significativa, enquanto nas menores concentragdes a taxa de morte foi bastante reduzida. O
potencial citotoxico das substancias em células malignas de cancer de colo de Utero pdde ser

entdo evidenciado.
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A respeito do potencial apoptético, a apoptose precoce apresentou-se como 0
mecanismo de morte celular predominante. Apoptose se trata de uma morte celular
programada que é a Unica forma exatamente regulada responsavel por remover células
disfuncionais, velhas ou danificadas (YANG et. al, 2006). Apesar da enorme variabilidade do
cancer, evidéncias demonstram que a resisténcia a apoptose € uma das caracteristicas mais
marcantes da maioria dos tumores malignos (OKADA et. al, 2004). Na pratica clinica, a
apoptose é alvo para um potencial uso terapéutico da morte celular programada ou para a
compreensdo dos mecanismos de resisténcia a radioterapia e a quimioterapia (NICHOLSON
DW, 2000). Pode ser iniciada através das vias intrinseca e extrinseca, de acordo com a
natureza do estimulo de morte. A via intrinseca é desencadeada em resposta a um estimulo de
morte proprio da célula, como a ativacdo de oncogenes ou danos ao DNA. A inativacdo dessa
via é marcante no desenvolvimento e progressdo do cancer. Ja a via extrinseca é desencadeada
pela acdo de um ligante de "morte™ ao receptor especifico na superficie celular (RIEDL,
2004), via esta ativada, por exemplo, por alguns agentes anti-neoplasicos. As proteases que
clivam proteinas celulares e desencadeiam eventos bioguimicos que culminam na morte

celular s&o membros da familia das caspases (RIEDL, 2007).

N&do foram observadas significancias estatisticas quando comparadas as substancias
(nitensidinas A e B), os tempos de tratamento (24 e 48 horas), e as linhagens (SiHa e C33A)
estudadas. Para estudos posteriores, sugere-se que 0s ensaios sejam repetidos em linhagens
ndo cancerosas, a exemplo de HaCaT (human keratinocyte cell line), para observar se essa
insignificancia estatistica persiste, e assim verificar se a citotoxicidade dos alcaldides é
seletiva ou ndo para células malignas. Ha uma urgente necessidade de encontrar novos
agentes quimicos que possam diferenciar células normais e cancerosas, matando
seletivamente células cancerosas (TIAN et al, 2007), por mecanismo de apoptose. E

necessaria ainda a realizacdo do ensaio adicional de Hoestch-lodeto para diferenciar os
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mecanismos de apoptose tardia e necrose, 0 que ndo foi possivel por meio do ensaio da
anexina V, e assim quantificar o percentual de necrose total (precoce e tardia) induzida pelos

alcalbides em teste.

Nossos resultados até o presente momento sugerem que os alcaldides guanidinicos
extraidos de P. nitens testados apresentam atividade citotoxica em células de cancer de colo
de atero infectadas e ndo infectadas pelo HPV, além de possivelmente induzirem a apoptose
nessas linhagens celulares. A citotoxicidade seletiva para células malignas e a inducdo de
morte celular programada sdo duas condi¢Ges importantes para o avanco da terapia contra o
cancer e novos estudos nesse campo podem representar um maior sucesso dos tratamentos no

futuro.

6 — CONCLUSOES

1. Ambas as substancias, nitensidina A e nitensidina B, apresentaram efeito citotoxico
concentracdo-resposta em ambas as linhagens testadas (SiHa e C33A) e nos dois

tempos de tratamento (24 horas e 48 horas).

2. Nao foi observada significancia estatistica quando comparados os perfis de acéo
citotoxica das duas substancias em teste (nitensidinas A e B), em nenhuma das
linhagens testadas (SiHa e C33A) e em nenhum dos dois tempos de tratamento (24

horas e 48 horas).

3. Ambas as substancias, nitensidina A e nitensidina B, apresentaram efeito indutor de

apoptose precoce e, em menor numero, de apoptose tardia/ necrose, em ambas as
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linhagens testadas (SiHa e C33A) e nos dois tempos de tratamento (24 horas e 48

horas).

4. Para complementar os resultados obtidos de inducdo de apoptose é necessaria a
realizacdo de um ensaio adicional, o ensaio de Hoestch-lodeto (projeto em andamento
no Laboratorio de Citologia e Biogia Celular da FCFAR - UNESP), onde sera possivel
diferenciar via microscopia de fluorescéncia 0 mecanismo da necrose do mecanismo

da apoptose tardia.

5. Sugere-se que 0s ensaios sejam repetidos em linhagens celulares ndo cancerosas para
verificar se o potencial citotoxico dos alcaldides testados € seletivo ou ndo para células

malignas.
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