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RESUMO

Atualmente, o cancer cervical é considerado a segunda causa mais comum entre as mulheres e
encontra-se associado ao Papilomavirus Humano (HPV), que infecta células epiteliais
escamosas, dando origem a grandes lesbes. A nitensidina A é um alcal6ide guanidinico
isolado de Pterogyne nitens Tul. (Fabaceae), que possui atividade anti-inflamatdria e anti-
oxidante, além de um amplo aspecto de atividades bioldgicas que estd sendo estudado. Foi
testada nas concentracOes de 20,0 a 0,25 pg/mL (diluicdo seriada 1:3) e nos tempos de 24 h e
48 h nas linhagens imortalizadas com HPV-16 (SiHa) e ndo imortalizadas (C33A). Para
avaliar a citotoxicidade da nitensidina A o teste MTT foi realizado sendo possivel observar
um efeito concentracdo-resposta em duas linhagens testadas (SiHa e C33A, Cls, = 10,31
ug/mL e 11,91 pg/mL, respectivamente) por 24 h. Com o intuito de avaliar o potencial efeito
indutor de apoptose, foi realizado o ensaio de anexina V por citometria de fluxo. Em ambas as
linhagens e tempos de tratamento notaram-se uma morte mais relevante por apoptose precoce,
sendo que ha diferenga apenas na maior concentracdo (20,0 ug/mL) na linhagem SiHa, que
também induz morte por apoptose tardia/necrose. Para completar esse ensaio foi realizado o
teste do Hoechst-iodeto de Propideo, diferenciando assim apoptose precoce, tardia e necrose.
Na linhagem SiHa tratada por 24 h nas menores concentragfes houve morte celular por
apoptose precoce, e na maior concentragdo por apoptose tardia (81,4+1,4 %). Por 48 h, em
todas as concentragcdes a morte celular foi por apoptose tardia. Na linhagem C33A em 24 h
ndo foi observado morte celular significativa. Em 48 h, a maior concentragdo induziu
apoptose tardia (57,7+20,6 %). O modelo de estudo de implante tumoral xenogréfico de
celulas SiHa em camundongos nude BALB/c tratadas com nitensidina A permitiu avaliar uma
reducdo no crescimento tumoral. Os camundongos apresentaram volume do tumor de
0,27+0,01 cm® e 0,60+0,03 cm® ap6s o tratamento de 0,244 mg/kg p.c. e 0,128 mg/kg p.c. de
nitensidina A, respectivamente, enquanto que os animais tratados com salina apresentaram
1,20+0,12 cm® do volume do tumor. Os danos ocorridos no DNA podem ser observados por
meio dos testes cometa e micronucleo sendo recomendados para determinar se 0 composto
apresenta atividade genotdxica e mutagénica, respectivamente. No teste do cometa in vivo foi
possivel observar o efeito dose-resposta. As porcentagens de danos ao DNA mostraram que
nas concentracOes de 0,128 mg/kg p.c. e 0,244 mg/kg p.c. ocorreram danos crescentes com
11,0£1,47 % e 12,62+2,4 %, respectivamente. Por outro lado, na concentracdo de 0,06 mg/kg
p.c., a porcentagem de danos foi menor (3,17+0,91 %), ndo apresentando significancia
quando comparadas ao controle negativo (3,21+071 %). Avaliando o teste do microndcleo,
ndo houve significancia entre as doses testadas quando comparadas ao controle negativo,
mostrando que a substancia ndo foi mutagénica. Sendo assim, pode-se dizer que a morte
celular por apoptose precoce ou tardia e necrose foi observada dependendo da concentragéo.
Nitensidina A apresentou redugéo do crescimento tumoral nos experimentos in vivo. Por outro
lado, mostrou um potencial genotoxico consideravel nas doses superiores, mas ndo
mutageénico.

Palavras-chave: cancer cervical, HPV, nitensidina A, apoptose, nude BALB/c.



ABSTRACT

Currently, cervical cancer has been considered the second most common among women and
is associated with human papillomavirus (HPV) which infects squamous epithelial cells,
resulting in major injuries. Nitensidine A is a guanidine alkaloid isolated from Pterogyne
nitens Tul. (Fabaceae), which has anti-inflammatory and antioxidant, as well as a broad
spectrum of biological activities being studied. It was tested at concentrations from 20.0 to
0.25 mg/mL (serial dilution 1:3) and for 24 h and 48 h in immortalized with HPV-16 (SiHa)
and non-immortalized (C33A) cell lines. To evaluate the cytotoxicity of nitensidine A MTT
test was performed and it was possible to observe a concentration-response effect in two
tested lines (SiHa and C33A, 1Csp = 10.31 mg/mL and 11.91 mg/mL, respectively) for 24 h.
In order to assess the potential effect of inducing apoptosis, we performed the annexin V
assay by flow cytometry. In both strains and treatment times were noted a death most
significant by early apoptosis, and a difference only at highest concentration (20.0 mg/mL) in
SiHa, which also induces death by late apoptosis / necrosis. To complete this test, it was
performed the Hoechst-propidium iodide assay, thereby differentiating early, late apoptosis
and necrosis. In SiHa treated for 24 h at lower concentrations there was cell death by early
apoptosis, and late apoptosis at highest concentration (81.4 + 1.4%). For 48 h at all
concentrations cell death was by late apoptosis. In C33A at 24 h was not observed significant
cell death. At 48 h, the highest concentration induced late apoptosis (57.7 £ 20.6 %). The
study model of xenographic tumor implant of SiHa cells in nude mice BALB/c treated with
nitensidine A allowed assessment of tumor growth reduction. The mice had tumor size of
0.27+0.01 cm® and 0.60+0.03 cm® after treatment with nitensidine A at 0.244 mg/kg b.w. and
0.128 mg/kg b.w., respectively, while animals treated with saline showed 1.20+0.12 cm®
tumor size. DNA damages can be observed through the comet and micronucleus tests, which
are recommended to determine if the compound has genotoxic and mutagenic activity,
respectively. In the in vivo comet test was possible to observe the dose-response effect. The
percentages of DNA damage showed that concentrations of 0.128 mg/kg b.w. and 0.244
mg/kg b.w. has increased to 11.0 + 1.47 % and 12.62 + 2.4 %, respectively. On the other
hand, at concentration of 0.06 mg/kg b.w., the percentage of damage was lower (3.17+0.91
%) with no significance when compared to the negative control (3.21+071 %). Assessing the
micronucleus test, there was no significant difference among the doses tested when compared
to the negative control, showing that the compound was not mutagenic. Therefore, we can
suggest that cell death observed by early or late apoptosis and necrosis was depending on the
concentration. Nitensidine A decreased tumor growth in in vivo experiments. On the other
hand, showed a significant genotoxic potential at higher tested doses, but not mutagenic
effect.

Key-words: cervical cancer, HPV, nitensidine A, apoptosis, nude BALB/c
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1.1. Cancer de Colo Uterino e Papilomavirus Humano (HPV)

Céncer € 0 nome dado a um conjunto de mais de cem doengas que tém em comum o
crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e érgdos, podendo
espalhar-se (metastase) para outras regides do corpo. Dividindo-se rapidamente, estas células
tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a formacdo de tumores
(acumulo de células cancerosas) ou neoplasias malignas. Por outro lado, um tumor benigno
significa simplesmente uma massa localizada de células que se multiplicam vagarosamente e
se assemelham ao seu tecido original, raramente constituindo um risco de vida (INCA, 2010).
Cancer de mama, colo retal e cancer cervical sdo potencialmente curaveis, quando detectados
precocemente (DUBARD et al., 2008).

O céncer cervical é a segunda causa mais comum de cancer mundial em mulheres,
com aproximadamente 500.000 novos casos diagnosticados e mais de 270.000 mortes
anualmente. Com a implantacdo do programa de rastreamento de cancer cervical durante as
quatro décadas passadas, a incidéncia desse tipo de cancer e a incidéncia de mortalidade
diminuiram drasticamente nos paises desenvolvidos (MYERS et al., 2008).

Estimativas mostram que, no Brasil, o cancer do colo do Utero é a segunda neoplasia
mais comum na populagdo feminina, de acordo com dados absolutos sobre a incidéncia e
mortalidade por cancer divulgada pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2011). Segundo
dados do Ministério da Saude o nimero de casos novos de cancer de colo do utero esperados
para o Brasil em 2010 e 2011 s&o de 18.430, com um risco estimado de 18 casos a cada 100
mil mulheres. Os tipos mais incidentes, & excecdo do cancer de pele do tipo ndo melanoma,
serdo os canceres de prostata e de pulmédo no sexo masculino e 0s canceres de mama e de colo
do utero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada no
mundo. Devido ao alto indice de morte que ocorre todo ano, e também a esse indice de
proliferagdo constante, o cancer hoje € uma das doencas mais temidas em todo mundo.

Adolescentes apresentam um alto risco de contrair doengas sexualmente transmissiveis
(DSTs), devido a seus comportamentos inadequados, aumentando assim o risco de se associar
com o Papilomavirus Humano (HPV) e consequentemente com as infec¢fes cervicais
(GANDER et al., 2009). Portanto a educagdo, assim como o fator s6cio econémico, o inicio
precoce de atividades sexuais e também o elevado numero de parceiros sdo um dos fatores
importantes que estao associados ao desenvolvimento do cancer de colo uterino.

O céncer de colo uterino é uma doenca causada por fatores ambientais, genéticos e
também infecciosos, onde 0 HPV relaciona-se com 90% dos casos entre a popula¢do mundial.
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Dos 500.000 novos casos que séo diagnosticados, aproximadamente 80% ocorrem nos paises
em desenvolvimento e estimativas mostram que até 2020, espera-se ainda um aumento de
90% dos casos (MACIAS et al., 2000; LIN et al., 2001; BOSCH & SANJOSE, 2003;
STANLEY, 2003; ZUR HAUSEN, 2009; D’ANDRILLI et al., 2010).

Embora pouco conhecido pela populacéo brasileira, o Papilomavirus Humano (HPV)
se destaca como uma das doengas sexualmente transmissiveis (DST) mais comuns no mundo.
A Unica forma visivel da doenca provocada por esse microrganismo sdo verrugas, também
conhecidas como “crista de galo”, que aparecem nas regides genitais de homens e mulheres.
No entanto, sé os tipos mais benignos do HPV desenvolvem tais sintomas. Os que atuam de
maneira secreta podem produzir problemas mais sérios e levar ao cancer.

O Brasil é um dos lideres mundiais em incidéncia de HPV. As vitimas preferenciais
sd@o mulheres entre 15 e 25 anos, embora a doenca também acometa 0os homens. Especialistas
acreditam que o nimero menor de registros entre pessoas do sexo masculino tenha como
origem a baixa procura dos homens por servigos de urologia, por fatores como o preconceito
ou a falta de informacdo (Ministério da Saude, 2011).

O HPV entdo é considerado um problema de saude publica que afeta principalmente
paises subdesenvolvidos em que a popula¢do com baixo nivel social, com habitos precérios de
higiene torna-se o principal foco da infeccdo viral que evolui para malignidade principalmente
entre as mulheres (INCA, 2011). A infeccdo por subtipos de alto risco oncogénico do HPV é
0 maior fator de risco para o desenvolvimento de lesGes malignas no colo uterino. Embora a
infeccdo pelo o HPV possa ser o fator desencadeante do cancer cervical estudos recentes
mostram a correlagdo com fatores genéticos e fun¢es imunes intimamente relacionados com
a prospeccdo da carcinogénese cervical e a infecgdo pelos principais subtipos de alto risco
(ZUR HAUSEN, 2009).

Os diferentes tipos de HPV sdo virus que infectam as células epiteliais escamosas.
Mais de 200 tipos tem sido isolado e ndo ha duvidas de que existem outros tipos que ainda
ndo foram identificados. Estes virus tém sido encontrados em muitos organismos, incluindo
0s seres humanos. Os HPVs d&o origem a grandes lesoes epiteliais, principalmente hiperplasia
benigna (por exemplo, verrugas ou papilomas), com baixo potencial maligno. Uma pequena
fracdo de pessoas infectadas com HPV de alto risco ird desenvolver cancer, que geralmente
surgem muitos anos apo6s a infeccdo inicial (PSYRRI & DIMAIO, 2008). HPVs da mucosa e
genital s&o compostos por cerca de 30 tipos, sendo divididos em HPVs de baixo risco (tipos 6,
11, 42, 43 e 44) e HPVs de alto risco que estdo associados com les6es pré-cancerigenas (tipos
16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52 e 56), de acordo com a sua presenca em lesdes malignas do colo
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do utero (NAIR & PILLAI, 2005). Quanto as linhagens celulares, a linhagem de carcinoma
cervical imortalizada pelo HPV-16 — SiHa, é uma linhagem tumorigénica que apresenta de
uma a duas copias virais e foi isolada de paciente, diferente da linhagem de carcinoma
cervical que ndo é imortalizada pelo HPV-16 (C33A) e que foram utilizadas no presente
estudo como células controle de imortalizacdo por HPV.

A principal maneira utilizada para detec¢do precoce das lesdes que podem levar ao
cancer de colo uterino é a realizagdo do exame popularmente conhecido como Papanicolaou.
Este exame consiste na coleta do material citolégico da parte externa (ectocervice) e também
da parte interna (endocervice) do colo uterino, por meio da introdugdo de um espéculo vaginal
e coleta, realizado com uma espatula de madeira e com uma escova endocervical, mediante 0s
movimentos de 360°. Esse rastreamento que é realizado entre as mulheres permite a deteccdo
precoce das lesdes do colo uterino, reduzindo significativamente o aparecimento do cancer
cervical.

O Sistema Unico de Satde (SUS) oferece exames gratuitos a populagio para deteccio
do virus. Para evitar que a contaminacdo pelo HPV se transforme em céncer, é fundamental
que as mulheres se submetam ao exame Papanicolaou regularmente. O Ministério da Saude
também recomenda visitas frequentes a ginecologistas, para prevencdo de doencas
sexualmente transmissiveis (DST) e a reproducdo. Alguns fatores aumentam a probabilidade
de desenvolvimento desse cancer em mulheres infectadas pelo HPV. Entre eles, estdo o
namero elevado de gestacGes, 0 uso de contraceptivos orais, tabagismo e infec¢do pelo HIV e
outras DST (Ministério da Saude, 2011).

O uso de preservativos durante a relacdo sexual é também uma prevencao priméaria do
cancer do colo do Utero, uma das formas de evitar o contagio pelo HPV, sendo que este €
transmitido pelo contato genital com a pessoa infectada (incluindo sexo oral). Pode ser
transmitido também por via sanguinea, de mae para filho na hora do parto. Na maioria das
vezes, a infeccdo e transitoria e desaparece sem deixar vestigios. Por isso, quando se realiza o
diagndstico, ndo se consegue saber se a infeccdo é recente ou antiga. A doenga viral pode
permanecer sem se manifestar no corpo da pessoa. A explicacdo para tantos casos pode ter
como causa o fato de a infeccdo do HPV se desenvolver de forma silenciosa no corpo
humano. A maioria das pessoas ndo apresentam nenhum sintoma ao contrair a doenca e, por
iSs0, ndo procura tratamento. Esse comportamento € o grande responsavel pela disseminagao
do virus (Ministério da Satde 2011).
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1.2. HPV -Biologia e Ciclo de Vida

O HPV é um virus de DNA, da familia Papovaviridae do género Papovavirus que foi
identificado por Strauss em 1949, e que vem sendo isolado em inlmeras espécies animais. As
particulas virais completas ndo sdo envelopadas e possuem capsideo protéico (composto por
duas proteinas estruturais) de padrdo icosaédrico, com 55 nm de diametro. Dentro do
capsideo, o genoma se apresenta circular de dupla fita de DNA, contendo aproximadamente
8.000 pares de base (pb) e peso molecular de 5,2 x 10° Da (DELIGEOROGLOU et al., 2009;
ZUR HAUSEN, 2009; HORVATH et al., 2010).

O genoma viral ¢é dividido em trés regides génicas, diferenciadas de acordo com o0s
genes que sdo codificados em cada regido. A regido precoce (E, de early), com 7 a 8 genes
funcionais, a regido tardia (L, de late) que codifica as duas proteinas estruturais do capsideo e
uma regido regulatdria, ndo-codificadora, conhecida como long control region (LCR ) ou
upstream regulatory region (URR ) (Figura 1) (SPPV, 2011).

O tamanho relativamente pequeno do genoma do HPV permite uma anélise de cada
gene e a interagdo das proteinas virais com a célula hospedeira. Os genes precoces formam
60% do genoma viral, sdo responsaveis pela replicacdo do DNA (gene E1), controle de
transcricdo (gene E2), maturacdo do virus e alteracdo da matriz e citoesqueleto celular (gene
E4), e no estimulo da proliferacdo e manutencdo da transformacao celular (genes E5, E6 e
E7). Os genes da regido tardia, L1 e L2, formam 40% do genoma viral e constituem
sequéncias altamente conservadas em todos os papilomavirus. Esses genes codificam
proteinas do capsideo viral que sdo responsaveis por sua antigenicidade, sendo a proteina L1,
de 54 kDa como principal, e L2, de 52 kDa como secundaria.

As proteinas virais E6 e E7 apresentam funcdo de estimular a progressdo do ciclo
celular ao se associarem com proteinas reguladoras do ciclo celular hospedeiro. A proteina E7
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
E7, pRb é degrada liberando E2F, a qual estimulara a transcrigdo de genes alvos associados a
replicacdo do DNA, resultando na proliferagédo celular desordenada (MOTOYAMA et al.,
2004; ZUR HAUSEN, 2002).

A proteina viral E6 completa o papel de E7, prevenindo a apoptose em resposta a
entrada ndo programada na fase S induzida por E7 (DOORBAR & CUBIE, 2005). A
associacdo da proteina E6 dos tipos de HPV de alto risco, com a proteina p53 da celula
hospedeira resulta na degradacdo da p53, comprometendo a interrup¢cdo do crescimento
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celular e a ativacdo da apoptose induzida por erros no DNA gendmico. A perda do controle do
ciclo celular mediado por p53 favorece a instabilidade cromossémica e acimulo de mutac6es
na célula infectada (DOORBAR & CUBIE, 2005).

Figura 1: Representacdo esquematica do capsideo e do genoma viral do HPV-16. (A) Particula viral
com capsideo de padréo icosaédrico, sem envelope, composta por 72 capsémeros (SPPV, 2011). (B)
Representacdo esquematica do genoma do HPV-16, genes da regido precoce (E), genes da regido
tardia (L) e a LCR. As setas correspondem aos promotores responsaveis pela regulacdo da transcri¢éo
dos genes da regido E e L (modificado de DOORBAR, 2006).

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, o
potencial oncogénico do virus. A infeccdo de pele e mucosas pelo HPV ocorre através 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 séo HPV-18.

A infeccdo pelo papilomavirus (Figura 2) exige a disponibilidade de células epiteliais
da epiderme ou da mucosa que sdo capazes de proliferacéo, onde o ciclo de vida produtivo do
virus ocorre juntamente ao ciclo de diferenciacdo das células do hospedeiro infectado. A
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infecgdo inicial pelo HPV ocorre em células basais, uma unica camada de celulas
proliferativas indiferenciadas (STANLEY, 2008).

As células escamosas epiteliais normais se dividem como células tronco e formam o
epitélio estratificado. Apos a divisdo uma das células-filhas migra para a superficie do epitélio
e comeca a sofrer diferenciacdo terminal enquanto a outra permanece na camada basal
desempenhando um lento ciclo para manter a renovacgédo da populagdo celular (WATT, 1998;
DOORBAR, 2006; NARISAWA-SAITO & KIYONO, 2007).

O acesso as células basais acontece por meio de microlesdes causadas por diversas
formas de trauma fisico e pela interagdo com certos receptores como a6p1 e a6p4 integrina
(YOON et al.,, 2001; PSYRRI & DIMAIO, 2008). Nas celulas infectadas da camada basal s&o
sintetizados baixos niveis de DNA viral, formando aproximadamente 50 a 100 cOpias
epissomais do genoma viral por célula (PETT & COLEMAN, 2007). A infeccdo das células
basais pelo HPV leva a ativacdo de uma cascata de expressdo de genes virais que resulta na
replicacdo de seu genoma, no entanto, a expressdo destes genes € amplamente reprimida,
existindo apenas uma limitada expressao de genes virais especificos da regido precoce. Os
primeiros genes virais a serem expressos sdao os fatores de replicagdo, E1 e E2, que formam
um complexo que se liga a origem de replicacdo e atua no sentido de recrutamento de
polimerases celulares e proteinas acessorias que mediam a replicagdo de DNA (CONGER et
al., 1999; STANLEY, 2008).

Figura 2: Ciclo viral do Papilomavirus Humano (HPV). Através de microlesbes o HPV é capaz de
infectar células da camada basal do epitélio. Ao migrar para as camadas suprabasais 0s genes virais

sdo ativados, 0 DNA do virus é replicado e as proteinas do capsdmero sdo sintetizadas. As particulas
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virais formadas séo liberadas na superficie da mucosa onde podem infectar outras células (modificado
de DOORBAR, 2006).

A replicacdo viral ocorre exclusivamente no nucleo da célula hospedeira e 0 genoma
viral pode interagir com o DNA celular de forma epissomal (vegetativa) ou integrada
(KANODIA et al., 2007). Assim, ha dois modos de replicagdo do HPV: o primeiro ocorre nas
células da camada basal do epitélio, onde o genoma viral é distribuido as células filhas,
principalmente quando o DNA pro-viral encontra-se integrado ao genoma da ceélula
hospedeira. O segundo modo de interacdo é chamado epissomal ou vegetativo, e a replicacdo
do HPV ocorre nas camadas mais diferenciadas do epitélio, ndo havendo integracdo do DNA
viral ao genoma celular. Neste caso, sdo produzidas multiplas cépias do DNA do HPV que
serdo envolvidas pelo capsideo protéico formando assim as particulas virais maduras
denominadas virions (ZUR HAUSEN, 2002; DOORBAR, 2006).

Nas lesdes benignas (por exemplo, verrugas) o genoma do HPV esta presente na sua
forma epissomal, enquanto que em lesdes malignas 0 genoma € tipicamente integrado.
Sugere-se que a integracdo do DNA pode alterar a expressdo génica viral (MADKAN et al.,
2007). Os estudos estdo direcionados na compreensdo da interacdo entre o0 HPV e a célula
hospedeira, mostrando como a pesquisa bésica pode contribuir para prevencdo do cancer
(ZUR HAUSEN, 2002).

1.3. Pterogyne nitens e alcaléides guanidinicos

Entre as plantas brasileiras, Pterogyne nitens Tulasne (Figura 3) pertence a familia
Fabaceae e subfamilia Caesalpinoideae, sendo a Unica espécie do género e representa uma
fonte de intlmeros alcaldides guanidinicos citotoxicos (BOLZANI et al., 1995). E uma planta
pouco estudada dos pontos de vista quimico e bioldgico, possuindo uma quantidade de
flavondides e alcaldides. Popularmente, é conhecida como amendoim, amendoim-bravo,
virard, madeira nova, pau-amendoim, Gleo-branco, pau-de-fava, balsamo (FERNANDES et
al., 2008; REGASINI et al, 2008a). A madeira do “amendoim-bravo” apresenta-se
moderadamente densa e relativa resisténcia fisica, sendo amplamente empregada na
construcdo civil (CARVALHO, 1994; COLETTI et al., 2010).

Apresenta-se como uma espécie perene, ereta, arbdrea de folhas glabras, de 10 a 15 m
de altura, nativa do Brasil, bem como na Argentina, Bolivia e Paraguai. Propaga-se por

sementes, contudo expande-se no local através de brotacGes de suas raizes, formando grandes
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reboleiras. No territério brasileiro, essa planta ocorre com freqiiéncia na regido de Mata
Atlantica e do Cerrado, compreendida entre o Ceara até o Parana (BUKART, 1952). E tipica
da floresta semidecidua da Bacia do Parand, e perpetua-se nas areas apds o desmatamento,
vindo a germinar e rebrotar intensamente nas pastagens implantadas no local, tornando-se
indesejavel. Seu maior inconveniente é o carater toxico das folhas novas de suas brotacdes
que podem ser ingeridas pelo gado bovino. Muito prolifera e persistente, pode ser encontrada
em grandes densidades mesmo apds dezenas de anos de desmatamento (LORENZI, 2000).

A literatura apresenta poucos dados das aplicacbes medicinais e da constituicdo
quimica de P. nitens. O estudo sobre a composi¢do micromolecular das flores foi bastante
significativo para o registro do perfil metabdlico da espécie. Desse estudo foram isolados e
identificados onze constituintes: quatro flavondides, quatro derivados do acido cindmico, dois
alcal6ides guanidinicos e o acido galico (REGASINI et al., 2008 a; REGASINI et al., 2008 b).

Em trabalhos fitoquimicos anteriores, foram isolados cinco alcal6ides guanidinicos das
folhas e caules de P. nitens, os quais demostraram atividade citotoxica sobre linhagens
mutantes de Saccharomyces cerevisiae, podendo supostamente apresentar acdo antitumoral
(BOLZANI et al, 1995). Ainda, fracBes obtidas do extrato etanolico de P. nitens apresentaram
atividade antioxidante (VELLOSA, 2005) e antifingica (REGASINI et al., 2010).

Contudo, esta espécie possui valor ornamental muito grande, ndo somente pela beleza
e odor de suas flores, bem como de sua folhagem brilhante e frutificacdo, que apresenta tons
variaveis a medida que amadurecem, sendo recomendada para arborizacdo de vias urbanas e
rodovias e, na reposicdo de mata ciliar em locais com inundacGes periddicas (LORENZI,
2000b; TONIN et al., 2005, REGASINI et al., 2007).

Figura 3: Planta Pterogyne nitens em seu habitat. (A) Arvore completa. (B) Detalhe das folhas e
flores (LORENZI, 2000).
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1.3.1. Nitensidina A

Com o intuito de buscar agentes anticarcinogénicos em substancias isoladas de
produtos naturais, foram obtidos os alcaldides guanidinicos de Pterogyne nitens, denominados
de nitensidinas A-E. A anélise da estrutura quimica permitiu a caracterizacdo das diferentes
nitensidinas. Esses alcaldides apresentam-se substituidos por unidades terpénicas, tais como
isopentilas e geranilas (REGASINI, 2008). No presente estudo foi utilizado o alcaldide

denominado de nitensidina A e com a estrutura quimica apresentada na Figura 4.

CH5SOy
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Figura4: Formula estrutural do metanossulfonato de nitensidina A (REGASINI, 2008).

Estudos com alcal6ides guanidinicos pteroginina e pteroginidina isolados de
Pterogyne nitens demonstraram que houve inducdo de apoptose e/ou necrose em células
humanas de carcinoma epitelial (ZR 7531), podendo concluir que tais alcal6ides apresentam
atividade antineoplésica através da inducdo de morte celular programada (DUARTE et al.,
2010). Sendo assim, é necessaria a realizagdo de experimentos que comprovem se ha inducdo
de apoptose (precoce e/ou tardia) e necrose, nas linhagens de carcinoma cervical
imortalizadas (SiHa) e ndo imortalizadas (C33A).

1.4. Morte Celular — Apoptose e Necrose

A apoptose é 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, proliferacdo e até mesmo dano celular. Portanto, a apoptose é de
fundamental importéncia para o controle do crescimento de 6rgéos e tecidos e na manutengdo
da vida (BRAS et al, 2005).

A proliferacdo celular ¢ modulada por multiplos sinais, sobrevida e morte celular e
essa acao coordenada permite que a célula normal cresca e se divida até sua senescéncia
(FOSTER, 2008; MESTER & REDEUILH, 2008). Entretanto, as células tumorais perdem a
capacidade de regular esses sinais, resultando no descontrole de proliferacdo e auséncia de

morte celular, contribuindo para o desenvolvimento dos tumores. De modo geral, estimulos
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toxicos ou deletérios a célula podem desencadear a morte celular por necrose ou apoptose, as
quais sdo diferenciadas pela morfologia e vias bioquimicas celulares (BAYLY et al., 1997;
COTRAN, et al., 2000; FOSTER, 2008; KUWANA & NEWMEYER; 2003).

Existem diversas classificacbes 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 composi¢cdo molecular da célula. A célula em apoptose
(Figura 5) caracteriza-se por uma diminuicdo no tamanho, condensacdo da cromatina e
fragmentacdo do DNA, levando ao aparecimento de nicleo picnético, formagdo de vacuolos
autofagicos, dilatagdo de organelas citoplasméaticas como mitocondria e complexo de Golgi,
mas sem resposta inflamatdria. Isso demonstra que a mitocéndria coordena os sinais de morte
celular. Por fim, ocorre uma desintegragdo controlada da membrana formando os corpos
apoptoticos (BRAS et al., 2005).

Por outro lado, o processo causado por um estimulo intenso que resulta na perda de
controle por parte da célula, rapida interrup¢do dos processos de manutencdo da integridade
celular, rompimento da membrana plasmatica, destruicio do citoplasma e, como
conseqliéncia, na morte da célula, é chamado de necrose (BRAS et al., 2005), que pode ser
definida como uma forma violenta de morte celular iniciada por estimulos ambientais que
resultam em rapida desregulacdo da homeostasia (BRAS et al., 2005). Nesse processo ocorre
o rompimento de organelas e da membrana plasmaética e também a liberacdo de componentes
intracelulares, ocasionando uma reacdo inflamatoria local (BOUJRAD et al.,2007, KERR et
al., 1995). Mesmo que o material necrotico seja removido por fagdcitos, a inflamagédo causa
danos locais significativos (KERR et al., 1995).

Na fase precoce da apoptose, na membrana plasmética, ocorre a translocacdo de
fosfatidilserina (PS), da face interna para a face externa, podendo ser detectado pela ligacdo
com a anexina V (WATANABE et al., 2002). Ao utilizar-se anexina V marcada com FITC
para deteccdo de apoptose é possivel avaliar os niveis de PS expostas na membrana celular
externa que se associaram a anexina V, indicando fase inicial de apoptose (apoptose precoce).
Ao utilizar o iodeto de propideo (IP) pode-se mensurar células com permeabilidade de
membrana, o que poderia indicar fase tardia de apoptose ou necrose (PEC et al., 2003).
Assim, as células em necrose ou em apoptose tardia exibem o0s mesmos padrdes
caracteristicos, especialmente quanto a permeabilidade de membrana. Tanto no processo de
apoptose tardia quanto na necrose, a anexina V pode atravessar a membrana permeabilizada
ao mesmo tempo em que o IP entra no citosol. Dessa maneira pelo ensaio de anexina V fica

dificil diferenciar os dois estagios de apoptose: precoce e tardia. Ainda, estudos prévios



32

consideram a presenca de dupla marcagéo referente a anexina V e ao IP possa ser interpretado
como células em apoptose tardia (PEC et al., 2003). Portanto, estudo complementar ao ensaio
de anexina V é fundamental, utilizando o método de marcagdo com Hoechst e IP, permitindo

caracterizar com maior eficiéncia as diferencas entre apoptose precoce, tardia e necrose.
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Figura5: Caracteristicas morfoldgicas de apoptose e necrose. (Flgura extraida e modificada de HAIL
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1.4.1. Apoptose e anexina Vv

A apoptose também é acompanhada de perda de simetria da membrana e exposicao
de PS da face intracelular para a superficie celular. A expressao de PS na superficie da célula
tem um papel fundamental no sistema imunoldgico responsavel pelo reconhecimento e
remocdo das celulas apoptdticas pelos macrofagos e sua apresentacdo pela célula coincide
com a condensagdo 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 PS e de ocorréncia natural (MUNOZ et al., 2007). Portanto, a presenca
de PS em células apoptoticas pode ser medida in vitro com anexina V conjugada com
fluorocromos (VAN GENDEREN et al., 2008). A medi¢do da anexina V deve ser feita em

conjunto com um corante de exclusdo, usado para marcar a integridade da membrana e
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permitir a diferenciacdo entre células em apoptose ou necrose. O ensaio de anexina V
apresenta a vantagem de ser um teste sensivel, de facil execucdo e boa correlagdo clinica,
além de oferecer a possibilidade de detectar as fases inicias da apoptose (VAN GENDEREN
et al., 2008).

1.4.2. Hoechst / | odeto de Propideo

O ensaio de marcacdo com Hoechst (HO) e iodeto de propideo (IP) permite
caracterizar com maior eficiéncia as diferencas entre apoptose precoce, tardia e necrose. E um
ensaio de fundamental importancia para complementar os estudos feitos com anexina V
(KIECHLER & ZHANG 2003).

Corantes fluorescentes como o Hoechst 33342 sdo amplamente utilizados para
determinar a concentragdo de DNA e para corar nucleos avaliados por microscopia de
fluorescéncia e citometria de fluxo que emite fluorescéncia azul quando se liga ao DNA. A
bisbenzidina Hoechst 33342 é permedvel nas membranas celulares e se une a ligagdes
adenina-timina, sendo utilizados para avaliacdo de ciclo celular, apoptose e quantificagcdo de
celulas vidveis. Este corante € frequentemente incubado na presenca de substancias indutoras
de apoptose, juntamente com células vivas por minutos até horas (KIECHLER & ZHANG
2003). Este corante € rapidamente absorvido pelas células durante as fases iniciais da
apoptose, enquanto a membrana citoplasmatica integra estad impermeavel ao IP. Fases tardias
da apoptose apresentam corpos apoptéticos e sdo acompanhadas pelo aumento da
permeabilidade da membrana celular, o que permite a entrada de IP nas células. Desta forma,
a combinagdo do Hoechst 33342 e o IP tém sido intensamente utilizadas para a diferenciacéo
dos estagios de apoptose precoce, apoptose tardia e necrose. Pode-se também adicionar o
corante diacetato de fluoresceina (DAF) que marca células com membrana celular intacta,
mesmo as apoptoticas de verde, sendo um ensaio de trés espectros coloridos diferentes. Assim
as células sdo avaliadas de acordo com a coloracdo e morfologia em citoplasma verde e
nacleo azul intacto (células viaveis), nucleo azul condensado e fragmentado (apoptose
precoce), nucleo vermelho condensado e fragmentado (apoptose tardia) e ndcleo intacto
vermelho (necrose) (HASHIMOTO et al., 2003).

Para gque os estudos sejam completos é necessario que haja ensaios que comprovem
a genotoxicidade e mutagenicidade do composto testado, nitensidina A, para avaliar seu efeito

nos ensaios, como no teste do cometa e também no teste do microndcleo, respectivamente.
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1.5. Genotoxicidade e M utagenicidade

Desde os tempos mais remotos, plantas medicinais séo utilizados para tratar doencas.
Historicamente, as plantas e 0s microrganismos tém provido a industria farmacéutica
compostos importantes para a sintese de novos farmacos. Ainda, as plantas medicinais se
tornaram uma importante fonte de quimioterapicos (MANSOUR et al., 2007). Atualmente, a
validagdo do uso terapéutico de plantas medicinais é considerado uma etapa crucial no
desenvolvimento de agentes fitoterapicos de baixo custo (CAVALCANTE et al., 2007).

Dessa forma, metabdlitos de plantas vém sendo estudados a fim de avaliar sua
capacidade de modificar a atividade de agentes mutagénicos e carcinogénicos. As plantas
possuem uma série de compostos que poderiam apresentar efeito protetor contra danos no
DNA (DHIR et al., 1993; COZZI et al, 1997; CAVIN et al., 2001). Os danos causados ao
DNA por mutagénicos ambientais podem ser nocivos para diversos organismos, incluindo os
seres humanos. O acimulo de mutagdes esta relacionado ao desenvolvimento da maioria dos
tumores malignos e desordens degenerativas, assim como a idade e anomalias genéticas
(CUZZOCREA et al., 2001; MIGLIORE & COPPEDE, 2002). A fim de prevenir o0 risco
genotdxico, é pertinente tanto identificar os mutagénicos e diminuir a exposi¢éo a eles, como
também, aumentar a exposicdo a compostos antigenotdxicos como 0Ss que ocorrem
naturalmente nas plantas (IKUMA et al., 2006; JEONG et al., 2006).

Contudo, € importante que se faca a anélise da substancia-teste acompanhada de testes
in vivo, para que haja uma identificacdo da genotoxicidade e mutagenicidade dos compostos a

serem testados.

1.5.1. Ensaio Cometa

O ensaio do cometa é um método sensivel e versatil para medigdo de quebras de fita
simples e dupla no DNA (COLLINS et al., 2008). O ensaio do cometa foi desenvolvido
empiricamente por meio de dois protocolos relativamente simples descritos na literatura por
Singh et al. em 1988 e Olive em 1989. O primeiro protocolo foi desenvolvido para mensurar
pequenos niveis de quebras de DNA com alta sensibilidade, enquanto o segundo foi
otimizado para detectar uma subpopulacdo celular com sensibilidade varidvel a determinados
compostos quimicos ou radiacdo. No presente estudo, procedimentos de Singh et al. foram
selecionados para os estudos de genotoxicidade (FAIRBAIRN et al., 1995). O pH alcalino do
ensaio do cometa permite detectar um espectro amplo de lesées ao DNA, incluindo quebras
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Unicas, sitios alcali-1abeis e ligacdes cruzadas (TICE et al., 2000). As vantagens desse teste
incluem sua aplicabilidade a varios tecidos e/ou tipos celulares especificos, a grande
sensibilidade em detectar pequenos niveis de danos no DNA, a necessidade de utilizar um
pequeno numero de células por amostra, sua facil execucdo, o curto tempo necesséario para
obter resultados e o seu relativo baixo custo (TICE et al., 2000). Mais especificamente, o
ensaio cometa pertence a classe de testes indicadores, pois é capaz de detectar danos precoces
de DNA e que podem futuramente originar mutag6es. Quando comparado a testes como o de
microntcleo ou de aberragdes cromossdmicas, 0 ensaio cometa mostra-se capaz de detectar
danos mais recentes e passiveis de serem reparados (BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005;
MOLLER, 2005).

Nos casos onde é relevante especular que determinado tratamento induz danos ao
DNA em 0rgdos especificos (estbmago, rins, bexiga, etc), o ensaio cometa € considerado o
método mais confidvel (BRENDLER-SCHWAARB et al., 2005).

1.5.2. Ensaio de microntcleo

Os micronlcleos sdo pequenas massas intracitoplasméticas resultantes tanto de
quebras cromossdmicas durante a divisdo celular, como de cromossomos com atrasos na
anafase (KIRSCH-VOLDERS et al., 2000).

O micronucleo é literalmente um nucleo pequeno, considerado um produto de quebra
do DNA gendmico de células eucaridticas. Durante a divisao celular, o material genético é
duplicado e igualmente distribuido entre as duas células filhas. A radiacdo ou substancias
quimicas podem ocasionar quebra ou dano cromossémico, afetando a distribuicdo do material
genético entre as celulas filhas. Partes ou pedagos dos cromossomos, resultantes desse dano,
podem ser distribuidos a qualquer uma das células filhas, e, ao ndo ser incorporado no novo
nacleo, pode se apresentar sob a forma de micronucleo claramente observavel a microscopia
Optica comum.

Heddle et al. (1991) afirmaram que os micronlcleos sdo originados de fragmentos
acéntricos de cromossomos ou danos cromossOmicos 0s quais sdo ocasionados por: perda
mitdtica de fragmento acéntrico; acdo mecénica ocasionando quebra cromossémica; danos
cromossémicos ocasionados por falha no filamento mitético durante a anafase ou apoptose.

Davies et al., (1998) postulam que, no momento da identificacdo da frequéncia de
micronucleos de células nucleadas, alguns critérios devem ser seguidos: 0s micronucleos

devem ser morfologicamente idénticos, porém menor do que o nlcleo da célula e com
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refracdo similar; apresentar didmetro entre 1/3 a 1/6 do tamanho do nucleo; ter a forma
ovalada ou arredondada.

Devido a sua simplicidade, confiabilidade e sensibilidade, o teste tem sido requisitado
para a avaliagdo de mutagenicidade de substancias, entre eles, produtos naturais, 0s quais
podem exercer atividades clastogénicas (capacidade ou predisposicdo a quebra
cromossémica), aneugénicas (capacidade ou predisposicdo de alterar o fuso mitético
resultando na perda de cromossomo), ou ambas (TOROUS, et al., 1998). Adicionalmente, o
teste de micronucleos € recomendado pelo OECD (Organization for Economic CO-Operation
& Economic Development) como requerimento para testes em novos produtos quimicos
(VANPARYS et al., 1992).

A combinacdo dessas duas metodologias é recomendada para determinar os efeitos
que substancias poderiam exercer sobre 0 DNA. Principalmente porque ambas possuem como
caracteristica a capacidade de, respectivamente, avaliar danos de DNA em estagios
especificos do ciclo celular (CAVALCANTI et al., 2006; RIVA et al., 2007).

1.6. Carcinogénese em camundongos nude BALB/c

O processo de carcinogénese, ou seja, de formacdo de cancer, ocorre de uma maneira
lenta, podendo levar varios anos para que uma célula cancerosa se prolifere e dé origem a um
tumor visivel. Para chegar a um tumor esse processo passa por varios estagios (INCA, 2010).

No primeiro estdgio ocorre a modificacdo de alguns genes, as células estdo
geneticamente alteradas. J& no segundo estagio essas células alteradas sofrem o efeito de
agentes cancerigenos (oncopromotores), sendo entdo transformada em célula maligna. O
ultimo estagio se caracteriza pela multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células
alteradas, assim o cancer ja estd instalado e surgem entdo os primeiros sintomas da doenca.

A carcinogénese também pode ser induzida de maneira acelerada, através de implantes
xenograficos em camundongos com timo ausente. Essa indugdo subcuténea pode ser utilizada
como modelo para explorar terapias antitumorais (LIEBMAN, et al., 2007). A implantacdo
das células tumorais pode acontecer de duas maneiras, elas podem ser inoculadas na cavidade
intraperitoneal e se desenvolver formando um tumor ascitico, ou seja, na sua forma liquida e
também células inoculadas subcutaneamente formando tumores sélidos (OLIVEIRA-
JUNIOR, 2008). O modelo animal para o estudo de tumores ganhou um novo impulso, na
Gltima década, apOs constatar-se que animais desenvolvem o cancer por motivos semelhantes
aos humanos (Ql & XU, 2006).
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Estudos demonstram que a partir da alta frequéncia de lesdes induzidas por HPV em
individuos imunodeprimidos, e da presenga de linfocitos T e macrdéfagos infiltrados em
papilomas que regridem espontaneamente, o sistema imune exerce um papel de controle em
doencas associadas ao HPV. Respostas celulares imunes, especialmente as linfocitos T -
antigeno especificas sdo 0 mecanismo de defesa mais importante no combate a infeccdo por
HPV. Experimentos realizados com camundongos nude BALB/c sdo apropriados para o
implante tumoral xenografico de células SiHa, pois sdo animais que apresentam deficiéncia
em seu sistema imunolégico (KAUFMANN, et al., 2001). Dessa forma, com o implante
tumoral facilitado por animais imunodeprimidos, poder-se-& verificar se a nitensidina A é

capaz de inibir o crescimento tumoral.

1.6.1. Andlise histologica em camundongos nude BALB/c

Hanahan e Weinberg (2000) propuseram que as caracteristicas do cancer, juntas,
constituem um principio organizado que proporciona uma estrutura l6gica para entender a
diversidade do cancer (HANAHAN & WEINBERG, 2000). As caracteristicas do cancer
humano compreendem seis capacidades bioldgicas adquiridas durante varias etapas do
desenvolvimento (sustentar a sinalizacdo proliferativa, evitar supressores de crescimento,
ativar a invasdo e a metastase, possibilitar a imortalidade replicativa, induzir a angioénese e
resistir a morte celular) (HANAHAN & WEINBERG, 2011). Em 2011, Hanahan e Weinberg
reportaram que este conceito progrediu na Gltima década e discutiram a nova ‘caracterizacdo
do céncer’ como ‘evitar a destruicdo imunoldgica’, ‘promover a inflamacdo tumoral’,
‘desregular 0  metabolismo celular’ e ‘apresentar instabilidade e mutagéo
ge6nmica’(HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Ativacdo da invasdo e a metéastase: O processo multi-etapas de invasdo e metéstase é
uma sequéncia de passos, e formas distintas de invasdo foram identificadas em diferentes
tumores(HANAHAN & WEINBERG, 2011)

O indicador de mitose (MI: porcentagem de células mitéticas), que é definido como a
soma de figuras mitéticas (MFs) por 10 campos de alta poténcia (HPF) na area mais
proliferativa tem sido correlacionada com a velocidade de proliferacdo da célula e tem um
fator de prognéstico significante (POPIOLEK et al., 2004).
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2. Objetivos
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2.1. Objetivo Geral

O presente estudo tem por objetivo, verificar a atividade antitumoral, genotdxica e
mutagénica de nitensidina A, por meio de experimentos in vitro e in vivo, empregando
modelo de implantacdo xenogréafica de células imortalizadas com HPV 16 (SiHa), em

camundongos nude BALB/c.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a citotoxicidade e determinar a concentracdo inibitoria de 50 % das celulas
(Clsp), nas linhagens de carcinoma cervical imortalizadas pelo HPV-16 (SiHa) e ndo
imortalizadas (C33-A);

e Avaliar quantitativamente a apoptose e necrose celular, utilizando o ensaio de anexina
V por citometria de fluxo em linhagens celulares epiteliais cervicais imortalizadas pelo
HPV-16 (SiHa) e ndo imortalizadas (C33-A);

e Avaliar qualitativa e quantitativamente a apoptose e necrose celular, para
diferenciagéo de apoptose precoce, tardia e necrose, utilizando os corantes de Hoechst
e iodeto de propideo, em linhagens celulares epiteliais cervicais imortalizadas pelo
HPV-16 (SiHa) e ndo imortalizadas (C33-A);

« Implantagdo subcutanea xenografica de células imortalizadas com HPV-16 (SiHa) em
camundongos nude BALB/c, observando a diminuigdo ou progressao do implante

tumoral;

e Detectar danos tardios no DNA em células de medula dssea retirada do fémur de
camundongos nude BALB/c com implante para avaliacdo da mutagenicidade por meio

do ensaio do microntcleo;

e Detectar danos precoces de DNA no sangue caudal de camundongos nude BALB/c

com implante tumoral, para avaliacdo de genotoxicidade por meio do teste do cometa;
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e Analisar os locais de invasdo do tumor xenografico de células imortalizadas com
HPV-16 (SiHa) nos camundongos nude BALB/c, bem como avaliar o indice mitético

e necrose dos tumores xenogréficos.
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3. Materiais e Métodos
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3.1. Procedimentos fitoquimicos: obtencdo de nitensidina A

O processo de obtencdo do alcaldide guanidinico, nitensidina A, foi realizado nas
dependéncias do Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais
(NuBBE), Departamento de Quimica Organica, Instituto de Quimica, Universidade Estadual
Paulista “Jalio de Mesquita Filho” (UNESP) sob supervisdo do Prof. Dr. Luis Octavio
Regasini.

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

O material botanico foi seco a temperatura ambiente e entdo submetido a moagem
empregando moinho de facas. O pd obtido foi levado a maceragdo empregando hexanos e
com posterior maceracdo em etanol. O extrato etandlico foi dissolvido em mistura
metanol:dgua (7:3) e seguido de extracdo liquido-liquido empregando-se acetato de etila e
posteriormente n-butanol, obtendo-se trés fragdes.

A fragdo n-butandlica foi acidificada com CH3SO3H aquoso (25 %) e levada a parti¢do
liquido-liquido em CHCIs. A fracdo cloroformica foi descartada e a fragdo aquosa foi tratada
com NH;OH até pH 7 e novamente submetida a particdo liquido-liquido em CHCls. A fracdo
cloroférmica foi evaporada, obtendo-se a fracdo alcaloidica.

A fracdo alcaloidica foi cromatografada por sucessivas colunas de gel de silica, eluidas
em CHCI;:MeOH (0-25% de MeOH), obtendo-se o metanossulfonato de nitensidina A, o qual
teve sua estrutura molecular identificada por técnicas espectroscépica, tais como: RMN de *H
e RMN de *°C.

3.2. Culturade células— SiHa e C33A

O potencial efeito citotdxico de nitensidina A foi avaliado na linhagem de carcinoma
cervical imortalizada pelo HPV-16 (SiHa-ATCC:HTB-35) e ndo imortalizada pelo HPV
(C33A-ATCC:HTB-31). As linhagens American Type Culture Collection (ATCC) foram
cedidas pela Dra. Luiza Lina Villa, do Laboratorio de Virologia, do Instituto Ludwig para
Pesquisa do Céancer. As linhagens SiHa e C33-A foram cultivadas em uma mistura 1:1 (v/v)
DMEM e Ham’s F10 (Sigma Co., St. Louis, USA) acrescido de 100 U/mL de penicilina, 100



43

ug/mL de estreptomicina, 0,25 pg/mL de anfotericina B, 0,1 mg/mL de kanamicina (Sigma) e
10 % de soro fetal bovino (Cultlab, Campinas, Brasil). As células foram cultivadas em frascos
de cultura, mantidas a 5% de CO, e a temperatura de 37 °C até que a monocamada celular
estivesse confluente. Posteriormente, as células foram lavadas com 5 mL de solucdo de Hanks
(0,4 g de KCI, 0,06 g de KH,PQ4, 0,04 g de Na;HPOy4, 0,35 g de NaHCO3, 1 g de glicose,
H20 g.s.p. 1000 mL) e tripsinizadas acrescentado-se 1 mL de ATV (Associacdo de Tripsina
(0,2 %) e Versene (0,02 %) - Instituto Adolpho Lutz, S8o Paulo, Brasil). Apds o
desprendimento do tapete celular, as células foram homogeneizadas com volumes variados do
meio acrescido de 10 % de soro fetal bovino. A suspensdo celular obtida em um frasco foi
transferida para outros frascos, de modo a obter 10° células/frasco. Esse procedimento foi
repetido até que houvesse quantidade de células suficientes para 0s experimentos.

3.3. Tratamento das Linhagens Celulares e dos Animais

Para todos os experimentos as células foram tratadas por diferentes concentracdes
(0,25 pg/mL; 0,74 pg/mL; 2,22 pg/mL; 6,66 pg/mL; 20 pg/mL) de nitensidina A. Como
controle positivo, utilizou-se a doxorrubicina 50 pg/mL (exceto para o teste do MTT que foi
utilizado 15 pg/mL), como controle de veiculo o meio de cultura contendo 1 % de DMSO
(v/v) e como controle negativo foi utilizado somente meio de cultura. Todos os testes foram
realizados com trés experimentos independentes em trés replicatas.

Para 0s ensaios de citotoxicidade (MTT), foi utilizada uma suspensdo de 5x10*
celulas/mL das linhagens SiHa e C33-A. As células foram cultivadas em placas de 96 pocos, e
apos 24 h de cultivo, foram tratadas com o nitensidina A. As células foram tratadas por 24 h.
Para avaliar o efeito de pds-tratamento, as células foram tratadas por 24 h e com tempo de
recuperacdo de 24 h em meio fresco sem tratamento, procurando avaliar o potencial efeito
concentragdo-resposta para citotoxicidade.

Para os ensaios de apoptose por citometria de fluxo com anexina V, cerca de 1x10°
celulas/pogo foram cultivadas em placas de 12 pogos por 24 horas para a formacdo da
monocamada confluente. Depois do crescimento, as células foram tratadas nas mesmas
concentragdes utilizadas no ensaio de citotoxicidade empregando MTT. Para o ensaio de
apoptose complementar ao teste da anexina V, o método do Hoechst e IP, foram plaqueadas
2x10° células/mL em placas de 12 pocos (1 mL/poco). Nos dois testes utilizou-se 24 e 48 h

como tempos de tratamento.
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Para todos os experimentos in vivo as doses utilizadas foram de 0,128 mg/kg p.c. e
0,244 mg/kg p.c. de nitensidina A, concentracBes pré estabelecidas através de ensaios
realizados anteriormente (piloto). Como controle positivo foi utilizado doxorrubicina a 0,500
mg/kg p.c., controle de veiculo DMSO 1 % (v/v) e como controle negativo foram feitos dois
testes, animais sem tratamento nenhum (sem inducdo tumoral, analise somente dos érgéos) e

animais tratados com salina a 0,9%.

3.4. Citotoxicidadecom MTT

O método de citotoxicidade empregado foi MTT utilizado para a avaliacdo de
citotoxicidade. Esse tem como principio a determinacdo da habilidade de células vivas em
reduzirem  3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium  bromide  (MTT,
Sigma®), formando cristais insollveis de formazana de coloracéo violeta. Apds o tratamento
descrito no item 3.3, 0 meio de cultura foi removido e 5 mg/mL de MTT em PBS foram
adicionados em cada poco, as células na microplaca foram incubadas a 37 °C, ao abrigo da
luz, até a observacao da presenga dos cristais violetas de formazana (3 h). Para a solubilizagdo
dos cristais de formazana, 100 pL de alcool isopropilico absoluto foi adicionado a cada pogo e
a leitura espectrofotométrica da absorbancia, em comprimento de onda de 540 nm, foi
realizada em leitor de placas (Bio-Tek Powerwave X, BioTek Instruments, Inc.,USA). A
porcentagem de celulas vivas foi calculada em relagdo ao controle negativo, representando a

citotoxicidade de cada tratamento, segundo proposto por ZHANG et al. 2004:

Céulasvivas (%) = Absorbancia do teste x 100

Absorbancia do controle negativo
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3.5. Ensaios de Apoptose

3.5.1. AnexinaV

Apos o tratamento e periodo de recuperagdo (descrito no item 3.3), as células foram
tripsinizadas, transferidas para microtubos estéreis e centrifugadas por 10 minutos. As células
foram lavadas com meio de cultura e centrifugadas novamente. Para o ensaio da anexina V foi
utilizado o kit de detecgé@o de apoptose por anexina-V conjugada com FITC (Alexis, Lausen,
Switzerland). A seguir, as células foram ressuspendidas com 500 pL de tampdo de ligacdo, 5
ML de anexina V conjugada com FITC, e 5 pL de IP. A reagéo foi incubada por 5 minutos, a
temperatura ambiente, sob abrigo da luz. A intensidade de fluorescéncia (FITC e IP) foi
avaliada utilizando o equipamento FACSCanto (Bencton Dickinson, USA), nas dependéncias
do laboratério de Imunologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-
USP.

3.5.2. Hoechst eiodeto de propideo

O ensaio citomorfolégico para deteccdo de células apoptoticas, utilizando os corantes
Hoechst 33342 e iodeto de propideo foi realizado nas linhagens celulares (SiHa e C33A)
tratadas com nitensidina A conforme descrito no item 3.3.

A avaliacdo de células apoptoticas e necréticas foi realizada pelo método de excluséo
de fluorocromos, utilizando-se uma solugdo fluorescente, contendo DAF, IP, e HO 33342
(Invitrogen®). Apos o tratamento com nitensidina A, o meio de cultura foi recolhido (células
mortas em suspensao), as células aderentes foram tripsinizadas, e ambas foram centrifugadas.
Na suspenséo celular de 100 pL foi acrescentada uma solugéo de fluorocromos, contendo 25
% da solugéo aquosa de IP (1 mg/mL), 50 % da solucdo de DAF em DMSO (1,5 mg/mL), 10
% da solugdo aquosa de HO (1 mg/mL) e 15 % de PBS. A reacdo foi incubada por 5 minutos
a 37 °C e as células foram observadas em microscopia de fluorescéncia, em espectro de
absorcdo em dois comprimentos de ondas de 360 nm e 538 nm.

Em seguida, a apoptose foi avaliada qualitativa e quantitativa, estabelecendo-se a
porcentagem de células em apoptose precoce, tardia e em necrose, levando-se em
consideracdo a morfologia e coloracdo das celulas. As células foram classificadas como
normais (nucleo azul esférico corado pelo HO, citoplasma verde, em espectro de absorgdo 360

nm), apoptaticas (nucleo azul com corpos apoptéticos corado pelo HO, citoplasma verde, em
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espectro de absorcdo 360 nm), e necroticas (nucleo vermelho esférico ou em vesiculas corado
pelo IP, citoplasma vermelho, em espectro de absor¢do 538 nm). Ainda, as células foram
classificadas em apoptose precoce (nlcleo em azul e morfologia nuclear com corpos
apoptdticos), apoptose tardia (nucleo corado em vermelho e com presenca de corpos
apoptéticos) e necrotica (nlcleo preservado e com coloragdo em vermelho) segundo proposto
por KOROSTOFF et. al. (1998) e HASHIMOTO et al. (2003).

3.6. Ensaiosin vivo

3.6.1. Camundongos nude BALB/c

O experimento foi realizado com camundongos nude BALB/c, fémeas de 6 a 8
semanas de idade (Comité de Etica em Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara — UNESP — processo n® 63/2009), que apresentavam deficiéncias no sistema
imunolégico (auséncia de timo). Os animais foram adquiridos da Comissdo Nacional de
Energia Nuclear - IPEN/CNEN-SP, Centro de Biotecnologia e foram mantidos em uma
isoladora, dentro de gaiolas com ragdo, &gua (ad libitum) e maravalha devidamente
autoclavadas, com controle de claro e escuro a cada 12 horas.

Os animais foram submetidos a uma sessdo de radioterapia em acelerador de particulas
e receberam 1.37 Gy/min., no Centro de Oncologia da Regido de Araraquara (CORA), sob
responsabilidade do fisico Francisco Carlos Campos Azevedo, com 0 objetivo de destruir as
celulas de defesa (linfécitos) e assim facilitar a implantacdo das células tumorais (SiHa). O
experimento foi realizado apds o implante de células com cinco animais por grupo, com um
total de 5 grupos. Nas concentrac¢des 0,128 mg/kg p.c. e 0,244 mg/kg p.c. foram realizados os
testes do cometa, micronlcleo e de volume tumoral, contando ainda com os grupos de

controle positivo (CP), controle negativo (CN) e controle de veiculo (CV).

3.6.2. Implantacdo tumoral xenografica de SiHa em camundongos nude BALB/c

A implantacdo das células tumorais (SiHa) nos camundongos nude foi realizada no
momento em que as células apresentaram confluéncia de aproximadamente 80 % da area do
frasco (75 cm?). A tripsina foi adicionada (0,5%) e deixada na estufa a 37 °C por até trés
minutos para que as células desprendessem da garrafa. As células foram ressuspendidas e
transferidas para o tubo de centrifuga de 15 mL. A partir de uma aliquota foram contadas o
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namero de células viaveis utilizando azul de tripan. Aliquotou-se 0 nlimero necessario de
células (1,5 x 107 cels./mL), aspirou-se 0 meio e as células foram ressuspensas em PBS. As
células foram centrifugadas e ressuspendidas em volume final de PBS. Aspirou-se
cuidadosamente (0,2 mL) com seringa de insulina e injetou subcutaneamente no flanco dorsal
do animal. O crescimento do tumor foi acompanhado diariamente até que o tumor atingisse 5
mm de diametro (SIMONART, et al., 2003).

3.6.3. Administracdo de nitensidina A em camundongos nude BALB/c

O tratamento com nitensidina A (0,2 mL) de duas concentragdes 0,128 mg/kg p.c. e
0,244 mg/kg p.c.foi feito apds 35 dias da realizacdo da indugdo do tumor, periodo em que este
apresentou-se com aproximadamente 5 mm de diametro. Os camundongos foram pesados
antes do implante celular e apds 35 dias, 0 peso dos camundongos e o tamanho do tumor
foram acompanhados e medidos em dias alternados. O tratamento intratumoral foi realizado
em trés dias, com intervalo de dois dias para cada dose de nitensidina A. Apos o tratamento 0s
animais foram sacrificados em uma cdmara de CO,. Os érgdos rins, baco, figado, pulmdo, o
tumor e o fémur de cada animal foram retirados, pesados e lavados com solugéo salina 0,9 %
(m/v). Cada tumor foi medido com um paquimetro para determinar o volume tumoral.

O volume tumoral foi calculado de acordo com a formula (LIEBMAN, 2007):
Volume do tumor = comprimento x largura x altura.
Os tumores foram colocados em tubos contendo formol para conservagéo, onde

permaneceram por 48 horas. Depois foram colocados em alcool 70 % indefinidamente, até o

momento de processamento da amostra.
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3.6.4. Estudos histolégicos

A inclusdo de todos os 6rgdos (rim, bago, figado e pulmao) e dos tumores, em parafina
e a preparacao das laminas foram realizadas com o auxilio do médico patologista Dr. Nicolino
Lia Neto, responsavel pelo Instituto de Patologia Cirlrgica e Citopatologia de Araraquara
(IPC), e a anélise dos resultados foi realizada pelo Dr. Cleverton Roberto de Andrade do
Departamento de Fisiologia e Patologia da UNESP — Universidade Estadual de S&o Paulo,
Faculdade de Odontologia de Araraquara.

Os o6rgaos, assim que retirados dos animais, foram colocados em tubos, contendo
formol para sua fixagdo, durante 48 horas, posteriormente foram colocados em alcool 70 % e
levados ao IPC. No IPC eles foram submetidos a baterias de &lcool 70 %, alcool 80 %, &lcool
90 %, passados para o alcool absoluto por trés vezes, alcool/xilol e passados no xilol também
por trés vezes consecutivas. Depois disso foram incluidos na em duas baterias consecutivas de
parafina. Entdo foi realizado um corte no micrétomo com trés micra e colocados em lamina
na estufa com a finalidade de fixar os cortes histolégicos.

ApoOs passar por todas as etapas mencionadas acima, foi realizado o processo de
coloracéo pelo método de hematoxilina e eosina. No processo da coloracdo as laminas foram
passadas trés vezes no xilol por trés minutos cada, em seguida foram passadas no alcool/xilol,
quatro vezes durante trés minutos. Logo apds foram imersas em alcool 90 % durante trés
minutos, no alcool 80 % por trés minutos e no alcool 70 % por mais trés vezes e também
durante trés minutos. Entdo as laminas foram deixadas na hematoxilina por quatro minutos,
colocadas na agua por mais um minuto, na eosina por trinta segundos e lavadas rapidamente
na dgua. Em seguida passaram rapidamente pelo alcool 95 % e no alcool absoluto por quatro
vezes consecutivas. Depois disso, foram imersas no alcool/xilol, e por Gltimo, por duas vezes,

no Xilol e assim as laminas estavam prontas para serem montadas com Permount.

3.7. Ensaio de Genotoxicidade - Teste do Cometa

O teste do cometa foi realizado segundo protocolo estabelecido por Singh et al.
(1988). Laminas limpas foram mergulhadas horizontalmente em agarose com ponto de fuséo
normal & 60 °C aproximadamente, e em seguida foram secas e armazenadas sob refrigeracdo
para posterior utilizacdo. Para a realizacdo do teste do cometa, primeiramente foi preparada
uma solucdo de lise que ficou sob refrigeragdo 2 h antes do uso ou até que atingisse 4 °C,

depois, a agarose de baixo ponto de fusdo foi diluida em solucdo de PBS 1X e, posteriormente
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foi transferida para um banho-maria a 37 °C e 0s seguintes procedimentos foram executados
sem a incidéncia direta de luz branca.

Para a realizacdo do ensaio cometa dos animais com implante tumoral (células SiHa) e
controles, foram retirados 20 pL de sangue e transferido para microtubos, onde foi adicionado
200 pL de agarose (Low melting point - Sigma) e realizada a homogeneizagdo. A seguir, essa
mistura foi distribuida sobre as laminas previamente preparada com agarose com ponto de
fusdo normal e cobrimos lentamente com uma laminula (24 x 60 mm). As laminas foram
mantidas na geladeira por 15 minutos e, ap0s esse procedimento, a laminula foi retirada
cuidadosamente e a lamina foi mergulhada, em solugéo de lise, overnight, sob refrigeracéo ao
abrigo da luz. Em seguida a eletroforese foi realizada com a cuba de eletroforese envolvida
num banho de gelo, mantendo-a a 4 °C. As laminas foram retiradas da solugdo de lise e
colocadas na cuba de eletroforese, sendo demarcado o lado da ldamina que foi deixado para o
polo negativo, a fim de que os cometas (fragmentos de DNA) ndo fossem perdidos na
solucdo-tampdo durante o desenvolvimento eletroforético. Os eventuais espagos excedentes
na cuba foram preenchidos por laminas limpas, a solucdo tampdo de eletroforese (4 °C) foi
colocada na cuba de eletroforese até cobrir as laminas e estas foram deixadas durante 20
minutos em repouso para que houvesse o relaxamento das moléculas de DNA. Em seguida, a
fonte de eletroforese foi regulada para 25 V, bem como, a 300 mA e poténcia, sendo as
laminas submetidas ao desenvolvimento eletroforético por 20 minutos. Apds esse periodo, as
laminas foram retiradas cuidadosamente da cuba e lavadas com solucdo de neutralizacdo por
15 minutos. Em seguida, as laminas foram mergulhadas em etanol absoluto para fixacdo e
secadas a temperatura ambiente. Para coloragdo das laminas, foram utilizados 20 pL de
solucdo de brometo de etidio por lamina e, posteriormente, a lamina foi coberta com laminula
(24 x 60 mm). A leitura das laminas foi realizada imediatamente ap6s a coloragdo em um
microscopio de fluorescéncia com filtro de 516-560 nm, barreira de filtro de 590 nm e
aumento total de 400 vezes. Esse aumento permitiu a observacdo de imagens microscopicas
com contorno circular (sem danos no DNA) ou nucleo celular fragmentado em forma de
“cometa” (com danos no DNA). Para a realizacdo do ensaio cometa dos animais com
implante tumoral (células SiHa) e controles, foram capturadas imagens de 100 nucledides por
aliquota de sangue da cauda dos camundongos e posteriormente analisadas pelo software
TriTek CometScore ™ versdo 1.5. Esse software fornece os seguintes dados: tamanho dos
fragmentos do nucledide (FN) sob a forma de cometa, média da fragmentacdo do cometa, area

da cabeca do cometa, FN da cabeca do cometa, média da FN da cabeca no cometa,
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porcentagem de DNA na cabeca, FN da cauda, média da FN da cauda, porcentagem de DNA
na cauda, tamanho da cauda, Tail Moment (TM) e Olive Moment. A andlise do TM nos
permite relacionar a quantidade de DNA fragmentado com a distancia que os fragmentos
migraram durante a eletroforese. (MOLLER, 2005).

3.8. Ensaio de M utagenicidade - Testedo Micronucleo

O teste do microntcleo foi realizado segundo proposto por Salvadori et al. (2003).
As laminas foram lavadas com extran 3%, secas naturalmente e depois identificadas. Apds
retirar os fémures dos animais, um corte foi feito nas epifises distais e com uma seringa
contendo 1 mL de Soro Fetal Bovino (SFB), a medula éssea foi coletada, apds a lavagem, e
depositada em um tubo de centrifuga contendo previamente SFB. O proximo passo foi de
homogeneizar com uma pipeta Pasteur e de centrifugar a 800 rpm por 10 min, entdo, o
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido com 0,3 mL do sobrenadante. Ap6s
esfregaco, as laminas foram submetidas a coloragdo com May- Grunwald-Giemsa e,
posteriormente as células foram analisadas microscopicamente. Foram avaliadas 1,0x10°
células por lamina, em microscdpio 6ptico comum em magnitude de 400 vezes, A frequencia

de micronucleos foi expressa em porcentagem.

3.9. Andlises Estatisticas

Para os resultados de citotoxicidade, determinacdo da Clso foram feitas linhas de
tendéncias lineares e por meio das equagdes das retas obtidas, os valores foram definidos.
Para comparacdo dos resultados obtidos nos ensaios de anexina V, Hoechst/IP e crescimento
tumoral, pelo tratamento com nitensidina A nas diferentes concentragcfes, foram aplicados o
teste de analise de variancia oneway (ANOVA) com pds-teste de Tukey. Nos ensaios do
Cometa e Micronucleo foi utilizada a comparagdo entre os grupos por meio do teste nédo
paramétrico de Kruskal Wallis com pés teste de Dunn’s. Para avaliacdo do indice mit6tico e
necrose tumoral foi realizado o teste ndo paramétrico de Mann Whitney. As anélises foram
realizadas com software GraphPad Prism® Version 5.01 (GraphPad Software Inc., La Jolla,
CA, EUA). Para todos os testes estatisticos foi considerado o nivel de significancia de p <
0.05.
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4. Resultados
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4.1. Citotoxicidade

A citotoxicidade da nitensidina A foi avaliada nas concentragdes de 0,25; 0,74; 2,22;
6,66 e 20 pg/mL, solubilizadas em meio de cultura nas duas linhagens celulares — SiHa
(linhagem de carcinoma cervical imortalizada com HPV-16) e C33A (linhagem de carcinoma
cervical ndo imortalizada pelo HPV-16) e em dois tempos de tratamento (24 e 48 horas). Para
determinagéo do Clsp (concentragdo capaz de reduzir em 50% a viabilidade celular) foram
feitas linhas de tendéncias lineares e por meio das equacOes das retas obtidas, os valores
foram definidos.

Foi possivel observar um aumento da citotoxicidade proporcionalmente ao aumento da
concentracdo (efeito concentracdo-resposta) na substancia testada na linhagem SiHa (Figura
6), onde na maior concentracdo houve menor porcentagem de células vivas, ou seja, maior
taxa de morte celular, em ambos os tempos. J& nas menores concentra¢des as porcentagens de
morte celular sdo baixas e com pouca variagdo entre elas, evidenciando um baixo poder
citotoxico das substancias nessas concentragoes.

Houve um aumento da citotoxicidade com o aumento do tempo de tratamento na
maior concentracdo (20 pg/mL). A andlise estatistica foi realizada com o teste One Way
ANOVA com poés-teste de Tukey. Clso nitensidina A em 24 horas: 10,3 pg/mL (y = -0,0297x
+ 0,8065); Clsg nitensidina A em 48 horas: 11,2 pg/mL (y = -0,0409x + 0,9572).
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Figura 6: Ensaio de citotoxicidade (MTT). Comparacdo entre a concentracdo de nitensidina A e

porcentagem de células SiHa vivas em diferentes tempos de tratamento. Os dados referem-se as
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médias de trés experimentos independentes e erro padrdo (M + EP). CP: controle positivo,
doxorrubicina 15 pg/mL; CV: controle de veiculo, DMSO 1 %.

Os resultados obtidos para a linhagem C33A séo bastante semelhantes aos obtidos
com a linhagem SiHa, e assim a analise estatistica ndo evidenciou significancia, quando
comparadas as duas linhagens.

Com a linhagem C33A foi possivel observar o efeito concentragdo-resposta (Figura 7)
e, na maior concentragdo (20 pg/mL), houve a maior taxa de morte celular, enquanto nas
menores concentragdes as taxas de morte foram baixas e sem diferencga estatistica nos dois
tempos avaliados (24 e 48 h).

A analise estatistica foi realizada com o teste One Way ANOVA com pos-teste de
Tukey. Clsg nitensidina A em 24 horas: 11,9 pg/mL (y = -0,0337x + 0,9015); Clso nitensidina
A - 48 horas: 8,18 ug/mL (y = -0,0314x + 0,757).
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Figura 7: Ensaio de citotoxicidade (MTT). Comparacdo entre a concentracdo de nitensidina A e
porcentagem de células C33A vivas em diferentes tempos de tratamento. Os dados referem-se as
médias de trés experimentos independentes e erro padrdo (M + EP). CP: controle positivo,

doxorrubicina 15 ug/mL; CV: controle de veiculo, DMSO 1%.
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4.2. Ensaio de anexina 'V

Com o intuito de avaliar o potencial efeito indutor de apoptose, foi realizado o ensaio
de anexina V por citometria de fluxo nas linhagens SiHa e C33A tratadas com 0,25; 0,74;
2,22; 6,66 e 20,0 ug/mL de nitensidina A. Para a realizacdo do experimento, as células foram
tratadas por 24 e 48 h. Houve uma diferenga na concentracdo do controle positivo,
relacionado ao ensaio de citotoxicidade devido ao baixo indice de morte celular. Para o
controle positivo, no ensaio de anexina V, a concentragdo adotada foi de 50 ug/mL, sendo
maior que aquela empregada no ensaio de citotoxicidade (15 pg/mL). Essa variacdo de
concentracdo foi devido a baixa porcentagem de células mortas na concentracdo de
doxorrubicina no ensaio de citotoxicidade, necessitando utilizar uma concentragdo maior para

o efeito de morte celular no ensaio de anexina V.
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Figura 8: Ensaio de apoptose pelo teste de anexina V em células SiHa apds tratamento com
nitensidina A por 24 h (A) e 48 h (B). Relacdo entre apoptose tardia / necrose e apoptose precoce.
Resultados estdo expressos como média de trés experimentos independentes + erro padrdo (M+EP),
analisados por one-way ANOVA com pds-teste de Tukey (tratados vs CV). CP: controle positivo,
doxorrubicina 50 pg/mL; CV: controle de veiculo; DMSO 1 %; * p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001.

Na linhagem SiHa tratada com nitensidina A (Figura 8) foi possivel observar uma
elevada inducéo de morte celular por apoptose precoce. Na maior concentracdo do tratamento,
20 pg/mL, é possivel observar uma menor taxa de morte celular por apoptose precoce e
subsequente aumento de morte por apoptose tardia/necrose. Quanto aos tempos de tratamento
é possivel observar que aparentemente ndo houve diferenca evidente entre 24 e 48 h. No

tempo de 48 h é possivel observar a morte celular com claro efeito concentragdo-resposta.
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Figura 9: Ensaio de apoptose pelo teste de anexina V em células C33A apds tratamento com
nitensidina A por 24 h (A) e 48 h (B). Relacdo entre apoptose tardia / necrose e apoptose precoce.
Resultados estdo expressos como média de trés experimentos independentes + erro padrdo (M+EP),
analisados por one-way ANOVA com pds-teste de Tukey (tratados vs CV). CP: controle positivo,
doxorrubicina 50 pg/mL; CV: controle de veiculo; DMSO 1 %; * p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001.

Na linhagem C33A (Figura 9) foi observado um perfil semelhante ao da linhagem
SiHa, em ambos os tempos de tratamento. As taxas de morte por apoptose precoce foram
elevadas nas concentracOes testadas, sendo possivel observar também um discreto aumento
das mortes por apoptose tardia/necrose com o aumento da concentracdo (aproximadamente
entre 10% a 15%). Além disso, quando se compara o tratamento por um periodo de 48 horas,
é também possivel observar o aumento de apoptose precoce e um discreto aumento de

apoptose tardia/necrose nas concentracoes testadas do alcaldide nitensidina A.

4.3. Ensaio de Hoechst / | odeto de Propideo

O ensaio do Hoechst / lodeto de Propideo foi utilizado como ensaio complementar ao
ensaio da Anexina V, diferenciando assim, a apoptose precoce, a apoptose tardia e a necrose,
nas linhagens SiHa e C33A tratadas com 0,25; 0,74; 2,22; 6,66 e 20,0 pg/mL de nitensidina
A. Para a realizacdo do experimento, as celulas foram tratadas por 24 e 48 h. Houve uma
diferenca na concentracdo do controle positivo, relacionado ao ensaio de citotoxicidade
devido ao baixo indice de morte celular. Para o controle positivo, no ensaio do Hoechst /
lodeto de Propideo, a concentragdo adotada foi de 50 ug/mL, sendo maior que aquela
empregada no ensaio de citotoxicidade (15 pg/mL). Essa variagdo de concentracdo foi devido
a baixa porcentagem de células mortas na concentragdo de doxorrubicina no ensaio de
citotoxicidade, necessitando utilizar uma concentra¢do maior para o efeito de morte celular no

ensaio de anexina V.
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Os gréficos demonstram a apoptose por coloracdo Hoechst / IP em células SiHa nos
dois tempos de tratamento (Figura 10).
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Figura 10: Apoptose por coloragdo Hoechst/IP em células SiHa. Resultados estdo expressos como a
média de trés experimentos independentes e erro padrdo (M + EP), analisados por one-way ANOVA
com pos-teste de Tukey (tratados vs CN). A) Relagdo entre apoptose total e necrose de células tratadas
com nitensidina A por 24 h; B) Relacdo entre apoptose precoce e tardia de células tratadas com
nitensidina A por 24 h; C) Células tratadas com nitensidina A por 48 h, relacdo entre apoptose total e
necrose; D) Células tratadas com nitensidina A por 48 h, relacdo entre apoptose precoce e tardia. CP:
doxorrubicina 50 pg/mL; CN: células ndo tratadas; CV: controle de veiculo DMSO 1 %; * p < 0,05 **
p < 0,01 *** p < 0,001.

No tratamento realizado por 24 horas com nitensidina A, na linhagem SiHa (Figura
10-A), foi possivel observar um efeito concentragdo-resposta de aumento de apoptose quando
comparada com a morte por necrose. A partir da analise da diferenca entre apoptose precoce e
apoptose tardia (Figura 10-B), observa-se uma maior morte celular por apoptose precoce nas
concentragdes de 0,74 pg/mL (29,2% + 2,0); 2,22 pg/mL (61,2% = 6,5) e 6,66 png/mL (41,6%
+ 3,7). Em contrapartida, na maior concentragdo (20 pg/mL) verificou-se uma maior morte

celular por apoptose tardia com morte celular de 81,4%= 1,4.
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Em 48 horas observou-se uma diferenca significativa da apoptose total em todas as
concentracdes testadas, quando comparadas ao controle negativo (Figura 10-C). Quanto a
morte celular por necrose foi possivel observar pequena porcentagem de morte, tanto quanto o
controle negativo. Por outro lado, nas concentragfes de 0,74 ug/mL e 20,0 pg/mL foi
observada 17,4%=1,3 e 21,7%%6,8 de morte, respectivamente. Ao analisar a diferenca entre
apoptose precoce e apoptose tardia (Figura 10-D), foi possivel observar efeito concentragdo
resposta significativa de apoptose tardia nas concentragdes de 0,25 pug/mL (37,5%=9,7de
morte celular); 0,74 pg/mL (78,3%=0,7 de morte celular); 2,22 pg/mL (87,5%=+0,7 de morte
celular); 6,66 ng/mL (89,5%=1,9 de morte celular) e 20 ug/mL (77,5%z=7,0 de morte celular).
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A apoptose avaliada pelo ensaio de Hoechst / IP em células C33A estdo

demonstradas na Figura 11 em ambos os tempos de tratamento, 24 e 48 horas.
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Figura 11: Apoptose por coloracdo Hoechst / IP em células C33A. Resultados estdo expressos como a
média de trés experimentos independentes e erro padrdo (M + EP), analisados por one-way ANOVA
com pds-teste de Tukey (tratados vs CN). A) Relacdo entre apoptose total e necrose de células tratadas
com nitensidina A por 24 h; B) Relacdo entre apoptose precoce e tardia de células tratadas com
nitensidina A por 24 h; C) Células tratadas com nitensidina A por 48 h, relacdo entre apoptose total e
necrose; D) Células tratadas com nitensidina A por 48h, relacdo entre apoptose precoce e tardia. CP:
doxorrubicina 50 pg/mL; CN: células ndo tratadas; CV: controle de veiculo DMSO 1 %; *** p <
0,001.

Ao avaliar o tratamento com nitensidina A na linhagem C33A, ndo foi possivel
observar uma diferenca entres os tipos de morte celular (apoptose total e necrose) no tempo de
tratamento de 24 horas (Figura 11-A), apresentando assim, um ndmero pequeno de morte
celular. Quando foi avaliada a morte celular por apoptose precoce e apoptose tardia (Figura
11-B), ndo houve morte celular e, portanto auséncia de diferenca significativa em todas as

concentragoes.
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Em 48 horas, ndo verificou-se uma diferenga significativa entre o tipo de morte
celular por necrose e o controle negativo (Figura 11-C). Na analise da apoptose total, foi
observada diferencga significativa somente na maior concentragdo testada (20 pg/mL), com
morte celular de 63,4%+23,4. Ao comparar 0s tipos de apoptose precoce e tardia (Figura 11-
D), foi possivel observar diferenca significativa de apoptose tardia na maior concentracdo
testada (20 pg/mL), com 57,7+20,6 % das células mortas.

4.4. Crescimento Tumoral

A comparagdo do crescimento tumoral estd demonstrada na figura 12 e a inibigdo do
crescimento tumoral em nude BALB/c tratados com nitensidina A, estdo apresenradas na

figura 13.

Figura 12: Comparacdo do crescimento tumoral em camundongos nude BALB/c, com implante de
células SiHa. A) Controle positivo (0,6 cm); B) Controle negativo (1,6 cm); C) Controle de veiculo
(1,5 cm); D) Grupo tratado - 0,128 mg/kg p.c. de nitensidina A (0,8 cm); E) Grupo tratado - 0,244
mg/kg p.c. de nitensidina A (1,0 cm)
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Figura 13: Inibi¢do do crescimento tumoral em camundongos nude BALB/c tratados com nitensidina
A nas concentragdes de 0,128 mg/kg p.c. e 0,244 mg/kg p.c. Os resultados séo apresentados com
média de volume tumoral em 5 animais por grupo + erro padrdo (M£EP). Controle Negativo (animais
ndo tratados), Controle Positivo (doxorrubicina 0,5 mg/kg p.c.) e Controle de Veiculo (DMSO 1%). p
< 0.001, One-way ANOVA com pos test de Tukey (tratados vs CN). *** p < 0,001.

A reducdo do crescimento tumoral foi observada nos camundongos nude BALB/c
tratados com nitensidina A nas duas concentracOes testadas de 0,128 e 0,244 mg/kg p.c.,
quando comparadas ao controle negativo. Pode-se observar que houve uma redugdo maior do
crescimento tumoral na maior concentracédo testada (0,244 mg/kg p.c.). Os camundongos nude
BALB/c apresentaram tamanho do tumor de 0,60+0,03 cm® e 0,27+0,01 cm® apés o
tratamento, respectivamente, de 0,128 mg/kg p.c. e 0,244 mg/kg p.c do alcaldide nitensidina
A quando comparados ao controle negativo (salina, 1,20+0,12 cm®).

O crescimento do tumor no grupo controle de veiculo (CV) foi de 0,70 + 0,16 cm®, o
que significa que 100% de crescimento tumoral foi observado entre os dias de tratamento.
Portanto, as taxas de inibicdo foram calculados considerando o crescimento do tumor no
grupo controle (CV) como porcentagem de inibicdo zero (Figura 14). Assim, os resultados
dos outros grupos foram normalizados pela inibi¢do de crescimento tumoral no grupo controle
de veiculo. A porcentagem de inibicdo dos camundongos nude BALB/c camundongos foram
76,7%£5,19 na menor concentracdo de nitensidina A (0,128 mg/kg p.c.) e 95,7+0,92 na maior

concentracéo testada (0,244 mg/kg p.c.).
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Figural4: Porcentagem de inibi¢do do crescimento tumoral apds o tratamento com nitensidina A. CN:
controle negativo (camundongos tratados com solugdo salina 0,9%); CV: controle de veiculo (DMSO
1%); CP: controle positivo (doxorrubicina 0,5 mg/kg p.c.). Resultados estdo expressos como a media e
erro padrdo (M + EP).

4.5. Andlise Histol6gica

4.5.1.Exame histol 6gico

O tumor, rins, bago, figado e pulmdo foram cada um fixados em formalina neutra
tamponada (10%), seguido do protocolo padrdo para incorporacdo em parafina. Sec¢des de 5
um de espessura foram cortadas de cada érgdo e tumor e corados com hematoxilina e eosina.
As imagens histologicas foram escolhidas para ilustrar diferentes achados em diferentes
grupos (Figura 15). As secOes foram vistas com um microscopio Olympus Bx51 equipado
com camera (Camedia C5060 — Olympus) e monitor.

Os tecidos invadidos foram identificados pela presencga de células tumorais invadindo
tecidos normais. A razdo necrose/tumor foi calculada em dois circulos. O primeiro inclui o
tumor inteiro e o segundo, a area necrdtica.

O fator mitético foi calculado pela soma de MF por 10 HPF (campos analisados)
consecutivos (400 x) na &rea mais proliferativa e é correlacionado com a velocidade de
proliferacdo celular (POPIOLEK et al., 2004).
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Figura 15: Imagens histoldgicas dos tumores. A) Area em necrose (H&E, 40 X), B) Tecido adiposo
invasivo (H&E, 200 X), C) Invaséo na cartilagem (H&E, 200 X), D) Invasao do tecido 6sseo (H&E,
200 X), E) Invasdo no musculo estriado (H&E, 200 X) e F) As setas indicam mitose (H&E, 400 X).
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4.5.2. Exame histopatol 6gico

Os dados de tecidos invadidos em diferentes grupos estdo descrito na tabela 1. O
grupo doxorrubicina (0,5 mg/kg p.c.) teve apenas dois tecidos invadidos. Os grupos controle
negativo, controle de veiculo e o alcaldide nitensidina A (0,128 mg/Kg p.c.) demonstraram

trés ou mais animais com dois tecidos invadidos

Tabela 1: Avaliagdo do tecido invasivo.

Dox Negat DMSO niten(0,128) niten(0,244)
Animal 1 1 5 5 0 5
Animal 2 3 2 1 5 1
Animal 3 0 5 5 5 2
Animal 4 0 5 5 5 0
Animal 5 0 5 5 1 1

dox=doxorrubicina (0,5 mg/kg p.c.), Negat = controle negativo, DMSO = controle de veiculo DMSO
(1%), Niten (0,128) = nitensidina A (0,128 mg/kg p.c.), niten (0,244) = nitensidina A (0,244 mg/kg
p.c.). Invasdo: 1 = tecido adiposo, 2 = musculo estriado, 3 =0ss0, 4 = cartilagem, 0 = sem invasao e 5

= mais de uma regido invadida.

O grupo controle positivo (doxorrubicina) teve invaséo no tecido adiposo e no 0sso em
dois animais apenas, 0 grupo controle negativo teve invasdo no masculo estriado e em mais
de uma regiéo invadida, em todos os animais, 0 que foi um resultado similar obtido no grupo
controle de veiculo (DMSO 1%) no qual a invas@o ocorreu em todos os animais e houve
invasdo no tecido adiposo e em mais de uma regido foi invadida. As duas doses testadas de
nitensidina A tiveram invaséo nos tecidos em quatro animais, na menor concentragédo (0,128
mg/kg p.c.) houve invasdo no tecido adiposo e em mais de uma regido, e a maior
concentracdo testada (0,244 mg/kg p.c.) teve invasdo no tecido adiposo, no musculo estriado e
também mais de uma regido foi invada. Em comparacdo com as duas concentracdes, a maior
concentracdo testada demonstrou ser um pouco mais eficiente, pois a menor concentragéo
apresentou invasdao em mais de um tecido e em trés animais. O grupo doxorrubicina (0,5
mg/Kg p.c.) teve apenas dois tecidos invadidos. Os grupos controle negativo, controle de
veiculo demonstraram todos 0s animais com invasdo em mais de uma regido.

Os resultados do indice mitdtico e a necrose dos tecidos tumorais estdo descritos na
tabela 2.
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Tabela 2: Avaliagdo do indice mitético e necrose tumoral.

1M (%) Necrose

Tratamento

M édiatEP M édiatEP
doxorrubicina 0,62+0,53" 0,43+0,21°
controle negativo 5,24+1,81° 0,55+0,15°
controle de veiculo 5,88+3,08" 0,64+0,11°
nitensidina A 0,13 mg/kg p.c. 3,56+1,26" 0,64+0,13%
nitensidina A 0,25 mg/kgp.c.  2,84+1,91° 0,52+0,19

IM = indice mitdtico. As analises foram realizadas entre os tratamentos e o controle negativo. O teste

nao paramétrico de Mann Whitney (p<0.05) foi aplicado. N=5.

De acordo com a tabela acima pode-se observar que na avaliagdo da necrose néo
houve diferenca significativa entre os grupos controles e tratados. Analisando o indice
mitético apenas o controle positivo (doxorrubicina 0,5 mg/kg p.c.) demonstrou diferenca
estatistica em relacdo a outras formas de tratamento e ao controle negativo, ressaltando uma
discreta diferenca entre as concentracOes testadas de 0,128 mg/kg p.c (3,56+1,26) e 0,244
mg/kg p.c (2,84+1.91).

4.6. Avaliacdo da Genotoxicidade

Os resultados do ensaio do Cometa para avaliagdo de genotoxicidade, por meio da
medida de fragmentacdo do DNA na cauda distante do nucledide estdo demonstrados na
Figura 16 e 17. Os resultados (Figura 15) estdo apresentados como média + erro padréo

(M<£EP) e indicam que nitensidina A mostrou-se genotoxica.
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Figura 16: Ensaio do cometa realizado em nude BALB/c, demonstrando os niveis de danos ao DNA,
através da fragmentacdo do DNA na cauda. A) Controle positivo (doxorrubicina 0,5 mg/kg p.c.); B)
Controle Negativo (salina 0,9%); C) Controle de Veiculo (DMSO 1%); D) Tratamento com
nitensidina A (0,128 mg/kg p.c.) e E) Tratamento com nitensidina A, (0,244 mg/kg p.c).

40

S

35

30

25

20

* kK

Tail Moment {%)

15

10

Cp CN cv 0,128 0,244

Concentracdo mg/kg p.c.

Figura 17: Avaliacdo da genotoxicidade por meio do teste do cometa em nude BALB/c, tratados com
nitensidina A nas concentragdes 0,128 mg/kg p.c. e 0,244 mg/kg p.c. Controle Positivo (doxorrubicina
0,5 mg/kg p.c.), Controle Negativo (CN - animais ndo tratados — salina 0,9%) e Controle de Veiculo
(DMSO 1%). p<0.0001, Kruskal-Wallis com pos test de Dunn’s (tratados vs CN). *** p < 0,001.
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Na analise de genotoxicidade, nitensidina A apresentou efeito dose resposta nas
concentragdes testadas, quando comparadas ao controle negativo. As porcentagens de danos
a0 DNA foram avaliadas pelo Tail Moment e demonstram que nas duas maiores
concentragdes 0,128 mg/kg p.c. e 0,244 mg/kg p.c., ocorre dano de DNA, respectivamente, de
11+1,47 % de dano e 12,62+2,4 %, apresentando diferenca significativa quando comparadas

ao controle negativo (3,21+0,71 %).
4.7. Avaliagdo da M utagenicidade

A analise do teste do micronlcleo (tabela 3) em camundongos nude BALB/c,
demonstra que ndo houve diferenca significativa entre os grupos controle e teste. Esses

resultados demonstram que nitensidina A n&o induz mutagenicidade.

Tabela 3: Avaliagdo da mutagenicidade em camundongos nude BALB/c

MN (%) EPC/ENC
Tratamento

M édiatEP M édiatEP
doxorrubicina 10,78+1,53 2,05+0,11
controle negativo 0,56+0,12 0,51+0,02
controle de veiculo 0,52+0,06 0,52+0,01
nitensdina A 0,13 mg/kg p.c.  0,90+0,03 1,27+0,22
nitensdina A 0,25 mg/kg p.c.  1,04+0,05 0,84+0,02

MN = micronicleo, EP = erro padrdo, EPC = eritrocito policromatico, ENC = eritrocito
normocromatico. Comparacao entre os grupos através do teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis com
Pds teste de Dunn’s (p> 0,05). N=5.
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5. Discussao
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5.1. Avaliagdo da Citotoxicidade

O tipo papilomavirus humano HPV-16 encontra-se relacionado ao cancer cervical e
por estar integrado ao genoma dessas células, contribui para a instabilidade gendmica e
consequente desenvolvimento de tumores. De acordo com o Ministério da Salde, o Brasil
apresenta uma das maiores incidéncias de HPV e esse fato torna a carcinogénese associado ao
virus um grave problema de satde publica.

O alto indice de disseminacdo dessa doenca pode estar relacionado ao fato do HPV se
desenvolver de uma forma silenciosa no corpo humano, relacionando-se também com fatores
ambientais e genéticos (MACIAS et al., 2000; LIN et al., 2001; BOSCH, 2003; STANLEY,
2003; ZUR HAUSEN, 2009; D’ANDRILLI et al., 2010).

Varios estudos estdo sendo realizados na busca de novos agentes extraidos de fontes
naturais contra o cancer. Dessa maneira, 0 presente estudo utilizou nitensidina A, um
alcaldide de Pterogyne nitens, avaliando sua atividade antitumoral, em experimentos in vitro e
in vivo por meio do modelo de implante xenogréfico de células imortalizadas com HPV-16
(SiHa), em camundongos nude BALB/c. Contudo, nesse estudo foi possivel quantificar a
apoptose e demonstrar se o tratamento com esse alcaldide guanidinico induzia danos
genotoxicos e mutagénicos nos camundongos nude BALBI/c.

O tratamento com nitensidina A apresentou citotoxicidade concentracdo - resposta
indistintamente entre as duas linhagens celulares, linhagem de carcinoma cervical
imortalizada pelo HPV-16 (SiHa) e ndo imortalizada (C33A).

Os alcaldides derivados de plantas sdo compostos que podem impedir a divisdo
celular, evitando a formag&o de células novas, atuando como agentes antimicéticos tais como:
colchicina e alcaldides da Vinca. A capacidade dos alcaldides em destruir as células tumorais
vem sendo amplamente investigada, demostrando ser fonte promissora para 0
desenvolvimento de novos farméacos (LI et al., 2008).

Os estudos de citotoxicidade com o extrato etanolico obtido das sementes de
Myracroduon urundeuva, utilizando o ensaio de MTT, demonstraram o potencial citotdxico
desta planta contra as células cancerigenas, inibindo assim, a proliferacdo celular (FERREIRA
et al., 2011). No estudo de Ferreira et al, quatro linhagens humanas, HL-60 (leucemia
promielocitica); MBA/MB-435 (melanoma); SF-295 (glioblastoma) e HCT-8 (colon) foram
tratadas com extrato etandlico obtido das sementes de Myracroduon urundeuva, sendo que o
composto demonstrou atividade moderada em linhagens celulares de glioblastoma e
especialmente leucemia, visto que os valores do IC50 foram, respectivamente, de 25,1 pg/mL
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e 12,5 pg/mL. De acordo com o American National Cancer Institute, os valores considerados
promissores para uma futura purificacdo de extrato bruto estdo abaixo de 30 pg/mL (apod
Stufness e Pezzuto, 1990).

Outro estudo realizado com timoquinona, um componente ativo da planta Nigella
sativa, demonstrou uma reducao significativa na viabilidade celular avaliada pelos ensaios do
MTT e azul de Trypan, nos quais a timoquinona apresentou-se mais citotoxica para a
linhagem de carcinoma cervical imortalizada com HPV-16 (SiHa) em comparagdo com a
cisplatina (controle), mas ndo houve citotoxicidade em linhagens normais (3T3-L1 e Vero)
(NG et al., 2011). ABREVEATURAS

Em mais um estudo realizado com produtos naturais, observou-se que 0 extrato
aquoso de Brucea javanica foi mais citotoxico na linhagem SiHa do que para as linhagens
normais, onde foi demonstrado um aumento significativo da proteina p53, em linhagens com
p53 e sem p53, contribuindo a indugdo de morte celular por apoptose (GAO et al., 2011).

Entretanto, no presente estudo ndo houve diferenca estatistica significativa de
viabilidade celular entre as linhagens SiHa e C33A, provavelmente indicando que ndo ha
seletividade de morte celular para a linhagem contendo HPV-16. Corroborando com o
resultado do presente estudo o tratamento com lopinavir, um antiretroviral da familia dos
inibidores de proteases, observou-se que a citotoxicidade do composto ndo foi exclusivamente
seletiva para células transformadas ou imortalizadas pelo HPV, onde em baixas concentracdes
de tratamento pelo farmaco também foram citotoxicas para células ndo imortalizadas pelo
HPV (C33A) (ZEHBE et al., 2011).

5.2. Avaliacdo da apoptose por meio dosensaios AnexinaV e Hoechst / IP

Estudos anteriores em nosso laboratorio demonstraram a atividade de alcaldides
guanidinicos, pteroginina e pteroginidina; isolados de Pterogyne nitens na inducdo de
apoptose em linhagem de carcinoma epitelial (ZR 7531). Esses compostos induziram morte
celular programada (DUARTE et al, 2010). No presente estudo foram realizados
experimentos para a avaliagdo de morte celular por apoptose ou necrose, nas linhagens de
carcinoma cervical SiHa e C33A. Em ambas as linhagens SiHa e C33A foi possivel observar
gue houve uma predominancia de morte celular por apoptose, por meio do ensaio da anexina
V nos tempos de 24 e 48 h, apenas na maior concentragdo testada (20 pg/mL) houve morte
celular por apoptose tardia/necrose para a linhagem SiHa.
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O teste da anexina V é considerado um teste sensivel e essencial para deteccdo de
apoptose, no qual células normais apresentam fosfatidilserina interna enquanto em células em
apoptose, ocorre a externalizacdo da fosfatidilserina (PS) translocada e ancorada da
membrana externa, assim a anexina conjugada ao FITC pode-se ligar facilmente a essa
fosfatidilserina (MOCHIZUKI et al., 2003). Dessa maneira, utilizando o teste de anexina V
conjugada com FITC, pode-se avaliar os niveis de PS expostas na membrana externa,
indicando a apoptose precoce e associando o iodeto de propideo (IP) podemos mensurar
células com permeabilidade na membrana, podendo diferenciar uma fase tardia de apoptose
da necrose (PEC et al., 2003).

Células em necrose ou apoptose tardia exibem os mesmos padrdes, pois a anexina V
pode atravessar a membrana permeabilizada ao mesmo tempo em que o iodeto de propideo
entra no citosol, tornando-se dificil a diferenciacdo dentre os dois estagios de apoptose tardia
ou necrose. (PEC et al., 2003). Entretanto, como esse ensaio ndo permite diferenciacdo entre
apoptose tardia e necrose, os resultados foram expressos em apoptose precoce e apoptose
tardia/necrose. Sendo assim, faz-se necesséria a utilizacdo do teste Hoechst-lodeto, para que
haja a diferenciagdo clara entre apoptose precoce, tardia e necrose, fundamental para
caracterizar o tipo de morte celular. No teste do Hoechst-lodeto, a apoptose tardia apresenta
corpos apoptoticos e aumento da membrana celular, permitindo a entrada do IP nas células,
dessa forma, essa combinac¢do tem sido muito utilizada para diferenciacdo de apoptose tardia
e necrose (HASHIMOTO et al., 2003).

No presente trabalho houve a predominancia de apoptose precoce e uma pequena
expressdo de apoptose tardia ou necrose. A relagcdo entre apoptose e cancer vem sendo
enfatizada cada vez mais, sugerindo que a progressao da neoplasia envolve alteragcdes dos
estagios de apoptose em células normais (YANG et. al., 2006). A progressao das células
malignas e a velocidade em que estas células sdo mortas e eliminadas determinam o
crescimento do tumor. Estudos com modelos animais e com linhagens celulares demonstram
que ha alguma falha na programacdo da morte de células neoplasicas na maioria dos
diferentes tipos de canceres. Dessa maneira uma estratégia terapéutica ideal seria conseguir
inibir o crescimento do tumor e induzir a morte nestas células tumorais (YANG et. al., 2006).
Entretanto, o maior desafio nos tratamentos de céncer € diminuir a citotoxicidade e morte
celular de modo seletivo, e afetando levemente as células normais com multiplicacéo
controlada.

Um estudo com curcumina foi realizado para verificar seu papel como um indutor

eficaz de apoptose em células de cancer cervical. Este estudo demonstrou por meio do método
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de coloragdo por laranja de acridina e brometo de etidio avaliados por microscopia de
fluorescéncia, que a curcumina é capaz de induzir seletivamente a apoptose em células de
cancer cervical, linhagens SiHa e HelLa. Por outro lado, na linhagem C33A o numero de
celulas apoptdticas foi menor em comparacdo com as duas linhagens celulares HPVs
positivas. Outros resultados reforgados por meio de ensaios com RT-PCR e Western Blot
demonstraram que a curcumina diminui a expressao das proteinas E6 e E7 em SiHa (HPV16)
e HelLa (HPV18), pois E6 e E7 modulam a proliferacdo celular e também a apoptose (DIVYA
& PILLAI, 2008).

A inibigéo da proliferacdo celular apresenta-se claramente associada com a indugéo de
apoptose em estudos realizados utilizando substancia Witaferina A de Withania somnifera,
onde se observou por meio do teste de anexina V, na linhagem CasKi (HPV positiva) que
houve morte celular por apoptose precoce em 24 horas e apoptose tardia em 48 horas. Neste
estudo, onde quatro linhagens de céncer cervical foram testadas (CasKi, HeLa, SiHa e C33A),
a Witaferina A inibiu a proliferacdo celular, deixando claro que a seletividade da lactona
esteroidal sobre as oncoproteinas E6 e E7 do HPV exercem profundo efeito na supressdo das
proteinas do tumor, acelerando a degradagdo da ubiquitinizacdo (MUNAGALA, et al 2011).
No estudo de Munagala et al. (2011) houve um diminui¢do da expressdo da proteina E6 em
todas as linhagens HPVs positivas e subseqiiente aumento nos niveis de p53 e P21°P/"4™ de
forma concentracdo dependente determinada pelo Western blot, sendo que na linhagem
celular C33A os niveis de p53 mutante permaneceram constantes e a expressao de p21°P/waft
aumentou. Portanto, esses dados sugerem que a Witaferina A reprimiu a oncoproteina E6 e
favoreceu a modulacdo da p53 que é efetor da molécula P21°PHwaf
nessas células (MUNAGALA, et al 2011).

Estudos com jasmonato de metila demonstraram, por meio de testes como o ensaio de

sugerindo a apoptose

anexina V e a verificacdo dos niveis protéicos por Western Blot, a inducdo de apoptose
precoce em maior quantidade na linhagem SiHa, quando comparada com outras linhagens
tumorais (C33A, Caski, HelLa), sem apresentar diferenca entre os tempos de tratamento,
alternados entre 24 e 48 h. Esse composto afetou diretamente a expressdo de p53 nos
diferentes alvos, sendo que na linhagem CasKi o nivel foi aumentado, em HeLa e SiHa houve
diminuicdo e em C33A ndo houve alteragdo (KNIAZHANSKI et al, 2008). No estudo de
Kniazhanski e colaboradores, a diminuicdo observada nos niveis de expressdo de p2l
poderiam explicar a indugdo de apoptose em SiHa e HelLa, e 0s baixos niveis de p21 em
C33A poderiam ser responsaveis pela inducdo nessas células, sugerindo que o jasmonato de

metila foi eficaz contra linhagens de cancer cervical, sendo capaz de induzir mortes celulares
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caracteristicas de apoptose e necrose independentemente do status do HPV e da p53. Embora
0 ensaio de anexina V permite a diferenciacdo de apoptose precoce, ndo conseguindo
distinguir apoptose tardia de necrose, um método complementar € o emprego do ensaio de
Hoechst-lodeto.

O teste do Hoechst-lodeto foi realizado no presente estudo, assim as alteracfes que
ocorrem nas células durante o estdgio de apoptose precoce sdo claramente definidas,
diferenciando os estagios de morte celular (apoptose precoce, tardia e necrose), tornando-se
um teste complementar ao ensaio da anexina V (MACIOROWSKI et al., 1998; ELSTEIN &
ZUCKER, 1994). Nesse estudo, pode-se observar morte celular por apoptose precoce e
apoptose tardia, o qual foi um resultado importante pois apoptose € uma via de morte menos
devastadora do que as mortes por necrose, pois neste caso ocorre a lise celular e a indugéo de
resposta inflamatdria intensa, apoptose é conhecida como “morte celular programada”, sendo
rigidamente controlada desempenhando um papel fundamental na homeostase de um tecido e
também nos processos de uma doenca (PULIDO & PARRISH, 2003; RAZAVI et al., 2005).

No presente estudo, identificou-se por meio do método do Hoechst-lodeto que na
linhagem SiHa em 24 horas de tratamento, (20 pg/mL), houve morte celular
aproximadamente em 80 % por apoptose tardia. Em 48 horas diferenciou-se o tipo de morte
celular (apoptose tardia ou necrose) por meio do teste Hoechst-lodeto, em todas as
concentragdes para a linhagem SiHa, na qual houve morte por apoptose tardia, com efeito
concentracdo-resposta. Na linhagem C33A, observou-se que houve um numero muito
pequeno de morte celular. Contudo, em 24 horas de tratamento ndo foi possivel observar
nenhuma diferenca significativa, apenas na maior concentracdo testada (20 pg/mL) e em 48
horas houve diferenca significativa ocorrendo morte celular por apoptose tardia. Essa
diferenca na porcentagem de morte celular entre as duas linhagens sugere que a nitensidina A,
mostrou-se seletiva para linhagens SiHa. Estudos prévios com tratamento do extrato etanolico
liofilizado de framboesa-preta foi utilizado (durante trés dias) para exposicdo de células
apoptdticas por meio da coloracdo dupla de anexina V e iodeto de propidio, seguida de anélise
por citometria de fluxo, observando-se um aumento nas populacées de células apoptoticas em
todas as linhagens de células cervicais (HeLa, SiHa e C33A). De maneira similar aos nossos
resultados para C33A, o numero de células apoptéticas foi relativamente menor, sendo
confirmado pelo método Hoechst lodeto, o qual evidenciou pelas caracteristicas nucleares
incluindo condensacéo da cromatina e microscopia de fluorescéncia. Essa variagéo das células
apoptdticas pode ser devido as herangas genéticas das proteinas expressas em cada linhagem
(HeLa e SiHa — p53 do tipo selvagem e C33A p53 mutante). Com cinco dias de exposi¢do ao
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extrato de framboesa, notou-se um aumento de apoptose dramatico, considerando assim o
tempo dependente do tratamento (ZHANG et al., 2011).

Esses estudos prévios fazem com que possivelmente a morte celular observada no
presente estudo, utilizando diferentes ensaios, possua seletividade para células infectadas por
HPV-16. Esses resultados corroboraram com os resultados observados no presente estudo.
Entretanto, estudos futuros sdo necessarios para avaliar se o tratamento com a nitensidina A
diminui a expressdo de E6 ou E7 contribuindo assim para a morte celular seletiva em células
SiHa.

5.3. Determinag&o do crescimento tumoral em camundongos nude BALB/c

O céancer é o termo usado para designar malignidade celular, cuja caracteristica
principal é a perda do controle da proliferacdo e crescimento celular. Isso leva a
desdiferenciacdo celular, crescimento desregulado e invasdo de tecidos locais e vizinhos
(metéstases). O controle do cancer pode ser obtido por meio de prevencao, detecgdo precoce e
terapéutica cirargica e/ou quimioterapia. (TAO et al., 2008; GIOVANNUCCI, 1998; LIMA,
2004).

O crescimento tumoral resulta de um desequilibrio entre a proliferagdo celular e
apoptose, na qual o potencial invasivo € influenciado por alteracbes na interacdo célula-célula
e célula-matriz. Estudos que exploram os efeitos candidatos a farmacos em ambientes que
mimetizam o microambiente tumoral em seres humanos podem auxiliar o estabelecimento e
padronizacdo da acdo de potenciais farmacos sobre as células tumorais, de forma préxima da
que ocorre in vivo. Portanto, mimetizando o microambiente dérmico tumoral nesses
camundongos, é possivel avaliar mecanismos de acdo de farmacos na terapia antineoplasica.

Os camundongos nude BALB/c foram utilizados no presente estudo como modelo
para implante tumoral xenografico, visto que as células SiHa sdo humanas e tumorigénicas. A
inoculacdo das celulas tumorais foi feita no flanco dorsal dos camundongos (SIMONART et
al., 2003).

Quando analisado o volume tumoral final (Figura 13) foi observado que os animais do
grupo tratado com 0,25 mg/kg p.c. de nitensidina A tiveram um menor desenvolvimento
tumoral em relagdo ao grupo tratado com 0,13 mg/ kg p.c. Ambos os tratamentos foram
estatisticamente significativos (p < 0,001) em relacdo ao controle negativo estabelecido por
animais sem tratamento, indicando portanto que possivelmente haja uma acdo do alcaldide

guanidinico no crescimento do implante tumoral. O grupo controle veiculo apresentou sutil
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diferenca no volume tumoral em relagdo ao grupo controle negativo, mas esta diferenca ndo
mostrou-se estatisticamente significativa.

No presente estudo, observou-se que o crescimento tumoral foi gradual demonstrado
pelo grupo controle negativo, em funcdo do tempo. Ja nos grupos tratados a partir do 1° dia
foi observado o processo de reducdo significativa do crescimento tumoral (p < 0,001). Entre
0s 2° e 4° dia de tratamento, também se observou significativa diminui¢do da proliferacéo
celular em relagdo ao grupo controle (p < 0,001). Em relagdo aos tratamentos com nitensidina
A, na dose de 0,25 mg/kg p.c., foi obtido a melhor resposta na inibicdo do crescimento
tumoral, semelhante ao observado no controle positivo, doxorrubicina a 0,5 mg/kg p.c.
(Figura 14).

A doxorrubicina € um farmaco extensamente utilizado nos tratamentos de tumores
solidos, como os de mama, figado e sarcomas (MUGGIA & GREEN, 1991; KOLARIC et al.,
1977; SESSA et al., 1999). O seu mecanismo de acdo baseia-se na intercalagdo do DNA,
afetando a sintese de A&cidos nucléicos, promovendo a inibicdo da topoisomerase |II
(ALBRIGHT et al.,, 2005). Apesar de ser um quimioterdpico cléssico, utilizado desde a
década de 60 para o tratamento de neoplasias, infelizmente seu uso clinico é altamente
limitado, devido a sua cardiotoxicidade (CASCALES et al., 2010). Atualmente é utilizado na
forma de sistemas estruturados em lipossomas, melhorando sua biodisponibilidade e
diminuindo a quimiorresisténcia, bem como a interacdo com as células normais. (ABOU-
ALFA et al., 2010; JIN et al., 2010; IQBAL et al., 2011).

A eficécia de compostos antitumorais usados clinicamente é limitada pela toxicidade
ndo especifica sobre as células normais, resultando em baixo indice terapéutico. Desta forma,
potencializar a acdo de novas substancias por combinacdo de farmacos € uma alternativa
possivel de tratamento. Em estudos com camundongos, a doxorrubicina em combinagdo com
outros a gentes quimiopreventores de origem natural diminuiu a formacdo de tumor e
metastase no modelo de melanoma murino B16 (BENBOW et al 1999).

A significativa reducdo tumoral ap6s o tratamento com nitensidina A, obtida no
presente estudo, pode estar correlacionada as taxas de citotoxicidade demonstrada pelo ensaio
de MTT e ainda pelo perfil de morte celular demonstrado nos ensaios de apoptose. A partir
desses resultados acredita-se que esse alcaldide possua um papel especial no microambiente
tumoral, podendo tornar-se potencialmente aplicavel como agente antineoplasico. Dentre as
caracteristicas quimicas que podem estar relacionadas ao efeito antineoplasico de nitensidina
A destaca-se suas cadeias geranilicas de dez 4tomos de carbono, as quais conferem notavel
lipofilia ao alcaldide. Nesse contexto, inimeros autores tem descrito a importancia da lipofilia
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(ou hidrofobicidade) como parametro crucial para a capacidade de compostos em atravessar
membranas biologicas de células tumorais, controlando a proliferacdo celular em alvos
citoplasméticos (BARREIRO & FRAGA 2001; BOGO 2009).

Efeitos antiangiogénicos, antiproliferativos e prd-apoptoticos in vivo, ja foram
descritos para um alcaldide guanidinico de Pterogyne nitens (LOPES et al. 2005; LOPES et
al. 2009). O alcaloide pteroginidina, demonstrou claramente uma potente atividade
antiangiogénica ao inibir a formacdo de estrutura tipo capilares em células HUVEC (LOPES
et al. 2005; LOPES et al. 2009) sugerindo que um mecanismo similar esteja provavelmente
ocorrendo na regulacdo do processo de carcinogénese.

5.4. Aspectos histopatoldgicos

Camundongos desenvolvem tumores nos mesmos tecidos e na maioria das vezes com
padrdes histopatologicos extremamente semelhantes aos observados em humanos. (YUSPA,
1998; BALMAIN & HARRIS, 2000). O inicio e progressao do cancer humano é um processo
complexo com varias etapas, no qual as células tumorais adquirem a habilidade de se espalhar
pelas células vizinhas normais. Com o aumento da massa tumoral, o cancer invade as células
vizinhas e tecidos, as vasculaturam e ultimamente metastatizam-se para érgdos longinquos.
(STORZ et al., 2009). Diversos mecanismos sdo atribuidos a capacidade do tumor invadir
tecidos periféricos e Orgdos distantes, sendo ja estudado marcadores de invasdo e metastase
em diferentes tumores (YUE et al.,, 2009; ZIGRINO et al., 2009; NIEBOROWSKA-
SKORSKA et al., 2006).

No presente estudo, a analise histopatolégica demonstrou que houve invasdo do tumor nos
tecidos dos animais. No controle positivo (doxorrubicina 0,50 mg/kg p.c.) a invasédo foi
menos conceituada, e nos grupos controle negativo e controle de veiculo (DMSO 1%) a
invasdo demonstrou-se presente em mais tecidos e em maior nimero de animais. As duas
concentragOes testadas de nitensidina A demonstraram uma invasdo nos tecidos menos
conceituada do que os grupos controle negativo e controle de veiculo, sendo melhor ainda na
maior concentracdo testada. A inibicdo farmacologica da motilidade celular pode beneficiar o
tratamento clinico, prevenindo a invasdo e metéstase em drgdos internos (COLLISSON et al.,
2003, MATSUDA et al., 2011). Dessa forma, o presente estudo demonstra que o tratamento
com nitensidina A diminui a invasdo em tecidos vizinhos e ndo demonstrou metastase em

0rgdos a distancia. Entretanto, mais estudos deverdo ser conduzidos para determinar o
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mecanismo de acdo e alvos proteicos que contribuiram para os resultados encontrados em
nosso estudo.

No presente estudo, os resultados do indice mitdtico dos tecidos tumorais
demonstraram que o controle positivo (doxorrubicina 0,50 mg/kg p.c.) evidenciou diferenca
estatistica significante em relacdo as concentracdes utilizadas e aos controles negativo e
veiculo (tabela 2). De acordo com Fadare et al. 2007 a atividade celular proliferativa é
aumentada em neoplasia cervical contendo o virus HPV, aumentando assim o indice mitético,
0 mesmo ocorre em células de carcinoma cervical imortalizadas com HPV-16. Observou-se
em nosso experimento que houve uma diminui¢do do indice mitdtico no grupo controle
positivo, 0 que era esperado pois a doxorrubicina é um antitumoral efetivo ja bem
estabelecido. Mesmo sem apresentar diferenca significativa, nitensidina A apresentou uma
discreta diferenga que deve-se levar em consideracdo, quando comparado ao controle
negativo, diminuindo assim o indice mitotico. Segundo Bernardi et al. 2009 a diminui¢do do
indice mitdtico e outras caracteristicas histologicas conferem ao tumor aspectos menos
invasivos e proliferativos. Provavelmente, se outra analise for realizada, novas descobertas
poderdo ser avaliadas em relacdo a esse alcaldide. Na avaliacdo da necrose ndo houve
nenhuma diferenca significativa. Em estudos com células de glioblastoma implantadas em
ratos, tratadas com nanocépsulas de indometacina, houve a redugdo do indice mitotico,
confirmando o potencial papel da indometacina como um farmaco antiproliferativo, o que
corroborou com os nossos resultados, onde a nitensidina A apresentou comportamento similar
(BERNARDI et al. 2009).

5.5. Avaliacdo da genotoxicidade e mutagenicidade em camundongos nude BAL B/c.

Estudos na literatura indicam que diferentes metabdlitos secundarios, tais como
flavondides e alcaldides, amplamente utilizados nos ualtimos tempos, podem ser
potencialmente genotdxicos (SCHMITTA et al.,, 2003). Os mecanismos envolvidos que
explicam a clastogenecididade e/ou interagdo com o DNA ndo estdo totalmente elucidados. A
seguranc¢a ou toxicidade da utilizacdo destes compostos estdo relacionados ao tempo de
exposicao e a dose utilizada administrada (SCHMITTA et al., 2003).

O dano ao DNA, tanto por agentes quimicos como fisicos, pode ser avaliado em varios
tipos celulares por meio de anélises citogenéticas (aberracbes cromossdmicas, troca entre
cromatides irmds, formacdo de micronicleo) e bioquimicas (teste do cometa). Para a

avaliagcdo dos niveis de dano no DNA, existem algumas técnicas disponiveis. A eletroforese
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de células isoladas (teste do cometa), por exemplo, de células epiteliais humanas, nos permite
avaliar o indice de danos no DNA. E uma técnica simples, rapida e ndo requer altos
investimentos com equipamentos analiticos. Os cometas podem ser classificados por imagem
computacional em diversas categorias, com base no comprimento de migracdo e na proporgao
relativa de DNA na cauda, atribuindo-se caracteristicas a cada classe de migrac&o.

O dano ao DNA, no ensaio do cometa pode ser induzido por drogas, radiagdes e
substancias inorganicas. A exposicdo do DNA ao estresse oxidativo leva a mais de 20
diferentes tipos de dano (produzindo bases nitrogenadas oxidadas) (COSTA et al., 2001). O
dano mais comum as purinas é a formacdo do produto oxidado 8-oxo-dG, o qual é usado para
avaliagdo de ensaios ao DNA (BARZILAI & YAMAMOTO 2004). Dessa maneira faz-se
necessaria a utilizacdo dos testes do cometa e do micronucleo, para avaliar a atividade
genotdxica e mutagénica, respectivamente, da nitensidina A, pois no presente estudo esse
composto demonstrou ser um agente antitumoral potente. Entretanto, o seu tratamento pode
apresentar danos ao DNA que sdo identificados por meio dos ensaios do cometa e
microndcleo.

Em relacéo a analise da genotoxicidade, foram avaliados danos causados no DNA das
celulas sanguineas de camundongos nude BALB/c, submetidos & exposicdo ao alcaldide, nas
concentragdes de 0,13 e 0,25 mg/kg p.c. (Figura 17). Os resultados demonstraram que quando
comparado ao grupo controle negativo, os valores foram estatisticamente significativos (p <
0,001), ou seja, foi observada genotoxicidade. O cometa teve maior fragmentagdo nas
concentragdes de 0,13 e 0,25 mg/kg p.c. Esse fato demonstrou que mesmo sendo uma
administracdo intratumoral, houve uma disseminacao sistémica, justificando assim o resultado
de genotoxicidade. A genotoxicidade é um dano de DNA passivel de ser reparado e por isso,
para corroborar nossos resultados foi realizado o ensaio de micronucleo que revela danos de
DNA sem acéo reparadora.

Como ndo existem, ainda, publicacbes sobre o potencial genotoxico e antigenotéxico
de compostos isolados Pterogyne nitensin vivo os resultados foram comparados com estudos
in vitro descritos na literatura. De acordo com Ferreira et al (2009), fracdes de P. nitens
demonstraram efeito genotoxico a mutagénico in vitro Trandescantia pallida, podendo essas
caracteristicas serem atribuidas a presenca de alcaldides guanidino-terpénicos pteroginina,
pteroginidina e nitensidina A entre outros metabdlitos potencialmente ativos. Outros estudos
ainda abordam que alcaldides séo capazes de induzir aberra¢cbes cromossémicas em linhagens
CHO (chinese hamster ovary) (SASAKI et al., 1992). Diversos estudos vém sendo

conduzidos para a utilizacdo de farmacos que tenham como mecanismo de acao a ligagdo ao
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DNA ou que se intercalem seletivamente neste, induzindo sinais intracelulares que levam as
células tumorais a morte por apoptose (HAVELKA et al., 2007; WHEATE et al., 2007). A
vincristina e a camptotecina sdo alcaldides naturais, que vem sendo utilizados na Oncologia
por interferir na desorganizacdo de microtubulos e inibir a topoisomerase |, respectivamente
(COSTA et al., 2008; SIRIKANTARAMAS et al., 2007).

Os resultados do presente estudo permitem inferir que nitensidina A exibe atividade
citotoxica e genotoxica dose-dependente, porém ndo mutagénica. A nitensidina A ndo
aumentou a frequéncia de danos mutagénicos em camundongos nude BALB/c em relagdo a
frequéncia de micronicleos do grupo controle negativo (Tabela 3). Esses resultados
confrontam-se com os apresentados por Ferreira et al (2009), na qual demonstra que fracdo
butandlica e hidroalcodlica de P. nitens apresentaram acdo mutagénica. Estudos prévios
demonstraram que outros alcaldides sdo capazes de induzir aberrages cromossdémicas em
linhagem celular CHO (chinese hamster ovary) (SASAKI et al., 1992), mutagenicidade em
celulas pulmonares de hamster chinés (CHL) (NAKAYASY et al., 1983); induzem mudancas
em cromatides irmas de linfocitos periféricos humanos (MADLE et al., 1981); e aumentam a
frequéncia de micronicleo e alteracbes em cromatides irmds em células meristeméticas de
Allium cepa (HAZEN & GUTIERREZ-GONZALVEZ, 1988).

A morte celular seja por necrose ou por apoptose, podem evitar a propagagdo de
celulas danificadas. Entretanto, a presenca de células micronucleadas ndo garante que 0s
danos ndo sejam propagados para as células filhas. No presente estudo, os dados obtidos
demonstraram que os camundongos portadores de tumores foram mais susceptiveis a acao
genotdxica e citotoxica de nitensidina A em relagdo aos camundongos do grupo controle
negativo (animais sadios), respondendo com maior intensidade ao tratamento. A baixa
frequéncia de microndcleos ap0s as trés doses do tratamento intratumoral de nitensidina A,
sugeriu que o dano genotoxico em linfocitos periféricos dos camundongos, trés doses apds
tratamento intratumoral de nitensidina A seja minimo e a dose absorvida tdo baixa que ndo
permitam a inducdo de formag&o de micronucleo.

Embora ndo tenha sido detectado frequéncia de micronicleo em relagcdo ao aumento
da dose administrada, ficou claro a capacidade da nitensidina A em causar alteragdes no
DNA, caracterizando-o0 como um agente potencialmente genotdxico. Entretanto, j& é sabido
que o dano genotoxico é passivel de reparo e o recomendavel é utilizar doses antineoplasicas

e ndo genotoxicas.



79

6. Conclusdes
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Através da analise dos resultados obtidos no presente estudo, pose-se concluir que:

O alcal6ide guanidinico (nitensidina A), extraido de Pterogyne nitens, apresentou
citotoxicidade concentragdo-resposta nas linhagens de carcinoma cervical
imortalizadas pelo HPV - 16 (SiHa) e ndo imortalizadas (C33A);

A morte celular ocasionada demonstrou ser por apoptose (apoptose precoce e tardia),

A avaliacdo de genotoxicidade (Teste do Cometa) e mutagenicidade (Teste do
microndcleo) demonstrou que o tratamento com nitensidina A ocasionou danos

genotdxicos, mas nao apresentou mutagenicidade;

Nos experimentos realizados com nude BALB/c, o tratamento com nitensidina A

demonstrou uma reducdo no crescimento tumoral dose-resposta;

A analise histologica dos camundongos nude BALB/c demonstrou que houve invasao
do tumor nos tecidos, mas ndo demonstrou metastase nos 6rgaos. Houve diferenca
significativa no indice mitotico e a avaliacdo da necrose ndo evidenciou diferenca

significativa.
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Abstract

Cervical cancer is the second most common of cancer among women and is associated with
human papillomavirus (HPV) which infects squamous epithelial cells. Nitensidina A is a
guanidine alkaloid isolated from Pterogyne nitens, which has anti-inflammatory and anti-
oxidants. To evaluate the cytotoxicity of nitensidine A MTT test was performed and it was to
observe a concentration-response effect (SiHa 1Cso = 10.31 pg/ml, C33A =11.91 pg/ml) for
24 h. To apoptosis assay was evaluated through Annexin V assay, in both cell lines and
treatment times we could observed death most significant by early apoptosis in SiHa cells and
C33A. The Hoechst-IP assay was performed, in SiHa treated for 24 h at lower concentrations
we could observe cell death by early apoptosis, and only late apoptosis at highest
concentration (81.4+1.4%). For 48 h at all concentrations cell death was by late apoptosis. In
C33A at 24 h was not observed significant cell death. At 48 h, the highest concentration
induced late apoptosis (57.7+20.6 %). We can conclude that SiHa and C33A presented
apoptosis profile in annexin V, but in Hoechst/Propidium lodide apoptosis was mainly
observe in SiHa cell lines, indicating a relative selectivity of apoptosis in cell immortalized by
HPV16.

Key-words:. cervical cancer, HPV, nitensidine A, apoptosis.
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Introduction

Cervical cancer is the second most common cancer worldwide, with nearly five
hundred thousand cases and more than two hundred and seventy thousands deaths annually
[1]. According to the Ministry of Health the number of new cases of cervical cancer expected
to Brazil in 2010 and 2011 are 18,430 with an estimated risk of 18 cases per 100,000 women
[2]. This cancer has been correlated with environmental, genetic and infectious factors, where
HPV s related to 90% of cases among the global population. Of the 500,000 new cases that
are diagnosed, approximately 80% occur in developing countries and estimates show that by
2020, is still expected an increase of 90% of cases [3-4-5-6-7-8].

HPV is a public health problem that primarily affects developing countries, where the
population with low social status and poor hygiene habits becomes the main focus of viral
infection that progresses to malignancy [2]. Infection with high-risk oncogenic subtypes of
HPV is the major risk factor for the development of malignant lesions in the cervix. Although
HPV infection may be the triggering factor, studies show that a linkage between genetic
factors and immune functions are corelated to cervical carcinogenesis and infection by the
major subtypes of high-risk [7].

Over 200 types of HPV have been isolated, and there is no doubt that there are other
types that have not been identified. HPV leads to large epithelial lesions, mostly benign, such
as warts or papillomas, with low malignant potential. A small fraction of people infected with
the type of high-risk HPV will develop cancer, which usually arise many years after initial
infection [9]. There are about 30 types of HPV and genital mucosa divided into low risk
(types 6, 11, 42, 43 and 44) and high risk that are associated with precancerous lesions (types
16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52 and 56), according to their presence in malignant lesions of the

cervix [10].



100

Apoptosis is a controlled cell death process and its role complements mitosis and
cellular growth. It is initiated by excess or lack of cell growth stimuli, proliferation and even
cellular damage. Therefore, apoptosis is critical for controlling the growth of organs and
tissues and in maintaining life [11]. Tumor Cell proliferation is modulated by several survival
and cell death signals. This coordinated action allows the normal cell to grow and divide until
their senescence [12-13]. However, cancer cells lose their capacity to regulate these signals,
resulting in uncontrolled proliferation and absence of cell death, contributing to the
development of tumors. In general, chemical stimuli may induce cell death by necrosis or
apoptosis, which are differentiated by the morphology and cellular pathways [12-14-15-16].

As part of our bioprospecting program [17], aiming to discover novel antitumor
agents, Pterogyne nitens and its alkaloids were selected for detailed biological studies [18].
Among these compounds, pterogynine and pterogynidine, two hemiterpene guanidines,
showed potent cytotoxic [19], pro-apoptotic [20] and anti-angiogenic activities [21]. The
present study described activity of nitensidine A, a monoterpene-guanidine alkaloid from P.
nitens. This property was tested by in vitro assays, included apoptosis-inducing activity

against on cervical cancer cell lines infected with HPV16 (SiHa) and non-infected (C33A).
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Materials and Methods

Cdl culture

Cervical cancer cell lines immortalized by HPV16 (SiHa-ATCC: HTB-35) and non-
immortalized (C33A- ATCC: HTB-31) were kindly provided by Dr. Luiza Lina Villa
(Ludwig Institute for Cancer Research), but the cells came previously of ATCC. Cells were
cultivated in DMEM and Ham’s F10 nutrient mixture (1:1) with antibiotics and supplemented

with 10% fetal bovine serum in incubator at 37°C and 5% CO..

Phytochemical procedure

Pterogyne nitens leaves were collected at the Botanic Garden of S&o Paulo, Sdo Paulo
State, Brazil, in January 2005. A voucher specimen (SP204319b) has been deposited in the
herbarium of the Botanic Institute (S&o Paulo State, Brazil).

The shade-dried leaves (1.4 kg) were ground and defatted with hexanes (1.0 L x 5, at
room temperature, for five weeks) and exhaustively extracted by maceration with ethanol (2.0
L x 5, at room temperature). The ethanol extract was concentrated under reduced pressure (<
50 oC) to yield 5.8 g of a syrup. The concentrate was diluted with methanol-water (1:4) (1.5
L) and partitioned successively with ethyl acetate (2.5 L x 3) and n-butanol (2.5 L x 3). After
removal of the solvent 2.3 g and 2.9 g of extract were afforded, respectively.

The n-butanol fraction (2.5 g) was subjected to gel permeation column
chromatography using Sephadex LH-20, eluted with methanol to afford nine fractions
(B1-B9), which were combined after comparison of their TLC profile [chloroform-methanol

(9:1)] revealed with Dragendorff’s and Sakaguchi’s reagents. The alkaloidal fraction (B2, 1,5
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g) was subjected to reversed-phase C18 silica gel column chromatography eluted with
acetonitrile:water gradient that furnished eight fractions (ALK1-ALKS). Fraction ALK-8
(670 mg) was further purified by High Performance Liquid Chromatography, [acetonitrile-
water-acetic acid (16:84:0.01), 235 nm, and 13 mL/min], to yield a colorless oil (422 mg).

The molecular structure of nitensidine A was identified through 1H NMR, 13C NMR,
and by comparison with literature data [22-23]. 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 6H
(multiplicity; J in Hz): 6.80 (br s), 5.19 (t; 6.5), 5.00 (t; 5.0), 3.80 (t; 6.5), 2.00-2.05 (m), 1.58
(s), and 1.59 (s). 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) §C: 157.5, 141.6, 132.0, 123.5, 118.4,
39.5,39.3, 26.2, 25.6, 17.6, and 16.3.

The extraction, isolation and characterization of nitensidine A from Pterogyne nitens

branches were previously described by Regasini and co-authors [23]

Cytotoxicity

Cells were seeded at 5x104 cells/fmL (100 pL/well) in a clear 96-well plate and
incubated. After 24h, cell culture media was replaced by fresh media with compound diluted
in several concentrations. Cells were treated for 24h (t0) or treated for 24h and additional 24h
in fresh media without compound (t24) in order to evaluate treatment recovery. After
treatment, cell media was discarded and 10 uL MTT solution (5 mg/mL in PBS) was added in
each well. Plates were incubated at 37 oC protected from light for three hours, so living cells
to reduce MTT to a blue formazan salt. Crystals were dissolved in 100 pL of isopropanol and
plates scanned in spectrophotometer at 540 nm. Live cells percentage was estimated
according to the formula [24]:

Live cells % = (O.D.test / O.D.vehicle control ) x 100



103

Anexin V assay

Cells were seeded at 1x105 cell/well in 12-well plate for 24 h. After incubation, cells
were treated as described above and harvested with trypsin. Cell suspension was transferred to
microtubes and washed twice with PBS after centrifugation (for 10 minutes). Annexin V was
measured with FITC-conjugated Annexin-V Apoptosis Detection Kit (Alexis, Lausen,
Switzerland). Cells were suspended in 500 pL of binding buffer, 5 puL of FITC-conjugated
Annexin-V and 5 pl of propidium iodide (P1). Reaction was performed at room temperature
protected from light. Cells fluorescence was measured in FACSCanto flow cytometer (Becton
Dickinson, USA). Cells marked with FITC were considered in apoptosis and cells marked

with IP were considered necrosis.

Hoechst 33342 stain assay

Cell stain with Hoechst 33342 (HO) and PI allows differentiate between early
apoptosis, late apoptosis and necrosis. Cells were seeded in 12-well plates at 2x105 cells/mL
and incubated for 24 h to attach. After treated as described above, cells were harvested and
labeled with HO (1 pg/ml), PI (2.5 ug/ml) and DAF (5 pg/mL) at 37 °C for 5 minutes. The
cells were examined by fluorescence microscopy and considered viable (intact blue nuclei),
early apoptotic (fragmented blue nuclei), late apoptotic (fragmented pink nuclei) and necrotic
(intact pink nuclei) [25]. The percentage of viable, apoptotic, and necrotic cells were
represented out of a total of 500 cells counted.

Statistical analyses
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For statistical analysis of the cytotoxicity assay (MTT), Annexin V, Hoechst and
Caspase methods, data were first tested for normality. This showed a normal distribution, so a
parametric test was applied. Differences were tested by one-way analysis of variance
(ANOVA), with Tukey’s post-test. This analysis was performed with GraphPad Prism®
Version 5.1 software (GraphPad Software Inc., USA). Results are expressed as mean of three

independent experiments + standard deviation.

Results

Cytotoxicity

The cytotoxicity of the alkaloid nitensidine A was evaluated in a proportion of 3:1.
Therefore the concentrations evaluated in the present study were 0.25; 0.74; 2.22; 6.66 e 20.0
ug/ml, all concentration was solubilized in cell culture médium appropriede to allown the
growth the cell lines SiHa (HPV-16) e C33A (cell line not infected with HPV16) in two times
(24 e 48 hours). To determinate the 1C50 and after linear calculations to graphic the reta
equation.

We can observe that a dose concentration was seen in the different concentrations in
cell lines SiHa (Figure 2). Its possible observe that ih higher concentration was higher cell
death in both time of treatment. In lower concentrations, a small number of cell death was
observed also in both time of treatment, showing that cytotoxicity activity. Statistical analyze
demonstrate that IC50 nitensidine A in 24 hours was 10.31 pg/ml (y = -0.0297x + 0.8065) and
IC50 nitensidine A in 48 hours was 11.17 pg/ml (y = -0.0409x + 0.9572).

As we could observe the cytotoxicity in C33A cell line was quite similar to SiHa

cytotoxicity and no statistical difference was observed between both cell lines. In C33A was
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possible to observe a clear dose-concentration response (Figure 3) and no statistical
differences was observed in time-concentration (24 and 48 hours). Statistical analyze
demonstrate that 1C50 nitensidine A in 24 hours demonstrate that 1C50 nitensidine A in 24
hours was 11.91 pg/ml (y = -0.0337x + 0.9015) and I1C50 nitensidina A in 48 hours was 8.18

ug/ml (y =-0.0314x + 0.757).

Anexin V assay

In order to evaluate if nitensidine A induced apoptosis, we have done Anexin V assay
in flow cytometry (BD FACSCanto) to both cell lines (SiHa e C33A) treated in 0.25; 0.74;
2.22; 6.66 e 20.0 ug/ml concentrations of the alkaloid nitensidine A. Moreover the cells were
treated in two time (24 and 48 hours to evaluate which one is better to induce apoptosis. To
positive control in the anexin V, we used higher (doxorrubicine 50 ng/mL) because in anexin
V did not response to 15 ug/mL as observed in cytotoxicity assay.

In the cell line SiHa treated with nitensidine A (Figure 4) we could observe a higher
cell death with early apoptosis in both tempos. In contrast, in the highest concentration (20.0
ug/ml), the cell death was to late apoptosis/necrosis. No difference was observed in time of
treatment (24 and 48 hours). In addition, in 48 hours of treatment um clear dose-concentration
response was observed in anexin V assay.

To C33A cell line (Figure 5) we could observe the same results found in SiHa, to both
time of treatment. The early apoptosis was high and a discrete elevation of late/necrosis (10%

a 15% of cell death) to both time of treatment with nitensidine A.

Hoechst / Propidium lodide assay
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The do Hoechst / Propidium lodide was developed to complement the results of
AnexinV since in this assay we can define early apoptosis, late apoptosis and necrosis. The
figure 5 demonstrate the results of Hoechst / Propidium lodide in SiHa cell lines and in both
time of treatment (24 and 48 hours).

In the 24 hours of treatment with nitensidine A in SiHa cells (Figura 6-A) we could
observe a concentration-response with predominantly elevation of apoptosis than necrosis.
When we compare precocious and late apoptosis (Figura 6-B), it is possible to observe higher
cell death with early apoptosis than late one. The relation between early apoptosis and
concentration with nitensidine A demonstrated that 0.74 pg/mL (29.2% + 2.0); 2.22 pg/mL
(61.2%+6.5) e 6.66 pg/mL (41.6%=3.7). In contrast, in the highest concentration the cell
death was for late apoptosis (81.4%z=1.4). In 48 hours of treatment with nitensidine A in SiHa
cell line (Figure 6-C), we could observe that the cell death was by apoptosis in all
concentrations when compared with negative control. A discrete percentage of cells died by
necrosis. Nevertheless, the relation between concentration and cell death by apoptosis in
concentrations de 0.25ug/mL to 20.0 pg/mL. To evaluate early and late apoptosis (Figure 6-
D), it is possible to observe a clear concentration response predominantly by late apoptosis in
the concentrations 0.25 pg/mL (37.5%%9.7); 0.74 pg/mL (78.3%%0.7); 2.22 pg/mL
(87.5%=0.7); 6.66 ng/mL (89.5%=1.9) e 20.0 ng/mL (77.5%=7.0).

The apoptosis and necrosis was also evaluated to C33A, using Hoeschdt/Propidium
lodide method (Figura 7) in different concentration and times (24 and 48 hours).

The treatment of 24 hours with nitensidine A in C33A cell line no statistical difference
was observed between apoptosis and necrosis (Figure 7-A), showing a low percentage of cell
death. The also results was observed when early and late apoptosis were evaluated because
low cell death was observed. (Figure 7-B). To 48 hours of treatment with nitensidine A in

C33A cell line was observed apoptosis in the highest concentration (20.0 pg/mL), with cell



107

death percentage 63.4%+23.4 (Figure 7-C). To early and late apoptosis (Figure 7-D) we
observe late apoptosis in the highest (20.0ug/mL), concentration in 48 hours of treatment

showing percentage of cell death of 57.7+£20.6 %

Discussion

In the present study the cell lines SiHa (HPV16) and C33A (non-infected) treated with
nitensidine A, isolated from Pterogyne nitens, a Brazilian plant of Cerrado Biome, they have
shown cytotoxicitity concentration-response. However, no significant difference was
observed between cytotoxicity of both cell lines. Corroborating with our findings, recent
study with Lopinavir, a antiretrovirus inhibitor of proteases, demonstrated that the
cytotoxicity was not selective to HPV immortalized cells when compared with C33A [26].

The alkaloids, as nitensidine A, are compounds, which is responsable to inhibition of
celular division possessing in this way a good potential to antitumoral activity [27]. In fact
natural products has been considered prototypes of antitumor drugs. MTT cytotoxicity studies
in several cell lines treated with ethanolic extracts from seeds of M. Urundeuva, demonstrated
inhibition of cell proliferation [28]. Aqueous extract from Brucea javanica presented higher
cytotoxicity in SiHa cell lines when compared with normal cells, demonstrating that the high
levels of p53 contributed to apoptosis cell death [29].

In the present study to evaluate the apoptosis cell death both cell lines (SiHa and
C33A), no difference was observed between both cell lines, demonstrating early apoptosis
cell death in both treatment times (24 and 48 hours). However in the high concentration of
nitensidine A (20 pg/ml) was observed apoptosis/necrosis cell death only in SiHa cell line.
Recent studies conducted by our group demonstrated apoptosis cell death in epithelial

carcinoma cell lines (ZR 7531) treated with other alkaloids (Pterogynine and Pterogynidine)
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isolated from the same plant Pterogyne nitens, demonstrating that alkaloids extracted from
this plant could be a good antitumor prototype [20]. Recent study with compounds isolated
from leaves of Withaferin somnifera kill CasKi cells (HPV16) by early apoptosis in 24 hours
of treatment and late apoptosis in 48 hours in the Anexin V assay. In the same study cell
proliferation was inhibited in four different cell lines immortalized or not by HPV (CasKi,
HelLa, SiHa e C33A), however MUNAGALA et al.(2011) demonstrated a low expression of
E6 oncoprotein in cell lines HPV positive and high levels of p53 e p21cipl/wafl, suggesting
that Withaferin somnifera repressed E6 oncoprotein levels and modulate positively p53 and
p21 cipl/wafl culminating n apoptosis of HPV cel lines [31]. Unfortunately, n anexin V we
did not differences of apoptosis n SiHa and C33A except in the high concentration.

In the present study using Hoechst-Propidum lodide method our findings
demonstrated, in SiHa cells treated by 24 hours, early apoptosis in low concentrations and late
apoptosis in highest concentration (20 pg/mL), with 80 % of cells death. In contrast, no
apoptosis was observed in C33A. In 48 hours of treatment it was observed late apoptosis in all
concentrations in SiHa cells whereas in C33A approximately 60% of cell died by late
apoptosis in the highest concentration. Thus, the results with Hoechst-Propidum lodide
method suggested selectivity cell death to SiHa cells (HPV-16). Recent study the cells lines
(HeLa, SiHa e C33A) have shown that apoptosis cell death was low in C33A when compared
with cell lines infected with HPV: HeLa (HPV18) and SiHa (HPV16). That same selectivity
was observed in a recent study [32], which treated the cell lines with extract from raspberry
and observed the same deathly profile using Hoechst-Propidum lodide assay. The authors
suggested that different cell lines have properly genetic variability. ZHANG, 2011
demonstrated that HeLa and SiHa possessed p53 wild type whereas C33A express the mutant
p53 and that difference could explain apoptosis death in HPV infected cell lines e non

infected (C33A).
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Figure 1 Molecular structure of synthetic nitensidine A methanesulphonate
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Figure 2 Cytotoxicity assay. Evaluation of concentration of nitensidine A versus percentage
of SiHa living cell lines in different times of treatment. The results are expressed of media of
three independent experiments and standard error (M£SE). PC: positive control (doxorubicin

15 pg/mL); SC: solvent control (DMSO 1 %).
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Figure 3 Cytotoxicity assay. Evaluation of concentration of nitensidine A versus percentage

of C33A living cell lines in different times of treatment. The results are expressed of media of

three independent experiments and standard error (M£SE). PC: positive control (doxorubicin

15 pg/mL); SC: solvent control (DMSO 1 %).
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Figure 4 Anexin V assay in flow cytometry in cell line SiHa after treatment with nitensidine

A for (A) 24 hours and (B) 48 hours. Comparison between late apoptosis/necrosis and early
apoptosis. The results are expressed as mean of three independent experiments and standard
error (M£SE). The statistical analysis was one-way ANOVA with Tukey post-test (treated vs
SC). PC: positive control (doxorubicin 50 pg/mL); SC: solvent control; (DMSO 1 %); * p<

0.05; ** p< 0.01 *** p < 0.001.
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Figure 5 Anexin V assay in flow cytometry in cell line C33A after treatment with nitensidine

A for (A) 24 hours and (B) 48 hours. Comparison between late apoptosis/necrosis and early
apoptosis. The results are expressed as mean of three independent experiments and standard
error (M£SE). The statistical analysis was one-way ANOVA with Tukey post-test (treated vs
SC). PC: positive control (doxorubicin 50 pg/mL); SC: solvent control; (DMSO 1 %); * p<

0.05; ** p< 0.01; *** p < 0.001.
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Figure 6 Apoptosis assay by Hoechst / Propidium lodide staining in SiHa cell line. The
results are expressed as mean of three independent experiments + standard error (MzSE),
evaluated by one-way ANOVA with Tukey post-test (treated vs NC). A) Comparison
between total apoptosis and necrosis, cell line treated with nitensidina A for 24 hours; B)
Comparison between early and late apoptosis, cell line treated with nitensidine A for 24
hours; C) Cell line treated with nitensidine A for 48 hours, comparison between total
apoptosis and necrosis; D) Cell line treated with nitensidine A for 48 hours, comparison
between early and late apoptosis. PC: doxorubicin (50 pg/mL); NC: cells not treated; SC:

solvent control (DMSO 1 %); * p< 0.05; ** p< 0.01; *** p < 0.001.
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Figure 7 Apoptosis assay by Hoechst / Propidium lodide staining in C33A cell line. The
results are expressed as mean of three independent experiments + standard error (MzSE),
evaluated by one-way ANOVA with Tukey post-test (treated vs NC). A) Comparison
between total apoptosis and necrosis, cell line treated with nitensidina A for 24 hours; B)
Comparison between early and late apoptosis, cell line treated with nitensidine A for 24
hours; C) Cell line treated with nitensidine A for 48 hours, comparison between total
apoptosis and necrosis; D) Cell line treated with nitensidine A for 48 hours, comparison
between early and late apoptosis. PC: doxorubicin (50 pg/mL); NC: cells not treated; SC:

solvent control (DMSO 1 %); * p< 0.05; ** p< 0.01; *** p < 0.001.
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Conclusions

Cell lines of cervical casrcinoma immortalized with HPV16 (SiHa) and non-
immortalized (C33A) treated with guanidinic alkaloid (nitensidine A), isolated from
Pterogyne nitens, carried out concentration-response cytotoxicity. in both cell lines (SiHa and
C33A) and treatment to 24 and 48 hours. To Hoechst / Propidium lodide assay apoptosis
(early or late) was observed in SiHa cell line in 24 hours of tretment and only in higher
concnetration it could observe late apoptosis in C33A in 48 hours of treatment. We can
conclude that SiHa and C33A presented apoptosis profile in annexin V, but in
Hoechst/Propidium lodide apoptosis was mainly observe in SiHa cell lines, indicating a

relative selectivity of apoptosis in cell immortalized by HPV16
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