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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo investigggade morte induzida nas linhagens de
carcinoma mamario humano MCF-7 (ER+) e MDA-MB-4FR(), pela fracdo isolada do
extrato de folhas de barbatiméo. As folhasSteyphnodendron adstringer{Martius) Coville
(Fabaceae) foram coletadas, secas e utilizadas qpar@paro do extrato acetbnico, que foi
particionado com acetato de etila. A fracdo aquessmnescente foi liofilizada e fracionada por
cromatografia em Sephadex LH 20. As fracOes codstdoram submetidas & cromatografia em
camada delgada e a fracdo eluida com metanol a I0DUilizada nos experimentos, por
apresentar o maior contetdo de proantocianidinanalise por HPLC permitiu verificar que a
fracdo isolada contem procianidina dimérica Blgajpicatequina-®-galato e acido galico. As
células de adenocarcinoma mamario MCF-7 (ER+) e MIIBN35 (ER-) foram tratadas por 24
h com diferentes concentracoes da fracdo (5 — §60L) e com ciclofosfamida a 550 pg/mL. O
tratamento das células com a fracdo isolada indexiucdo da viabilidade celular e alteracfes
morfologicas nas duas linhagens, incluindo perdandefologia celular tipica, condensa¢édo da
cromatina e diminuicdo da area das coldnias e éagas. A DEo para células MCF-7 foi de
12,35 pg/mL e para as células MDA-MB-435 foi ded341g/mL, sendo as células MCF-7 mais
sensiveis ao tratamento. A andlise por Westertirtgomostrou que tratamento o com a fragao
induziu aumento da expressdo de Bax e diminuicaBali® nas células, indicando apoptose.
Houve ainda aumento da expressdo de caspase-%sedd@tiva e caspase-8, além da
diminuicdo da expressao da caspase-3 e pro-caBp&stas proteinas estdo envolvidas na via
intrinseca de inducdo da apoptose. Foi observadbéa aumento de proteinas marcadoras da
autofagia, LC-3 nas duas linhagens e beclin-1 padas MDA-MB-435. Assim, os resultados
do presente trabalho permitem concluir que a fragdlada do extrato de folhas de barbatiméo
induziu a morte por apoptose com autofagia naslalMCF-7 e MDA-MB-435. Estes
resultados sdo importantes, pois foram demonstrada®toxicidade e inducdo de morte das
células MDA-MB-435, que sdo ER-, além das célul&&AW (ER+). Tendo em vista que ndo ha
tratamento curativo para tumor mamario ER-, bemapara ER+ em estagio avancado, a fracao
isolada parece ser candidata promissora para oddgenento de farmaco para o tratamento e
prevencdo do cancer de mama.

Palavras-chave: Apoptose. Autofagia. Cancer de mama. Cultura delag Extrato vegetal.
Stryphnodendron adstringens



ABSTRACT

The aim of the present work was to investigatetype of cell death induced in the MCF-7
(ER+) and MDA-MB-435 (ER-) human mammary carcinoegell lineages by the fraction
isolated from the barbatimdo leaf extra@tryphnodendron adstringen@Martius) Coville
(Fabaceae) leaves were collected, dried and theracextract was prepared. It was partitioned
with ethyl acetate and the remaining aqueous swlutvas lyophilized and fractioned by
Sephadex LH 20 chromatography. The collected frastiwere analyzed by thin layer
chromatography and the fraction eluted with 100 %thanol was used in the experiments,
because it showed the highest proanthocyanidineobnThe HPLC analysis showed that the
isolated fraction is composed by procyanidin dimm#&y epigallocatechin-8-gallate and gallic
acid. The MCF-7 (ER+) and MDA-MB-435 (ER-) cells ngetreated for 24 h with different
concentrations of the fraction (5 — 160 pg/mL) anth 550 pg/mL cyclophosphamide. The cell
treatment with the isolated fraction induced cadlbility reduction and morphologic alterations
in both cell lines, including cell typical shapes$o chromatin condensation and a decrease in the
colony and cell area. The Bfdose for MCF-7 cells was 12.35 pg/mL and thesEIdse for
MDA-MB-435 cells was 34.43 pg/mL, being the MCF-@lls more sensitive to the fraction
treatment. The Western blotting analysis showetl ttiea fraction treatment induced an increase
in the Bax and a decrease in the Bcl-2 cell expyadhat is indicative of apoptosis. There were
also an increase in the caspase-9, caspase-3-antiveaspase-8 expression and a decrease in the
caspase-3 and pro-caspase-8 expression. Theseprate involved in induction of the intrinsic
apoptosis pathway. It was also observed an increaske expression of autophagy protein
markers: LC-3 expression increased in both cefidiand beclin-1 expression increased only in
the treated MDA-MB-435. The results of the presemirk allowed the conclusion that the
isolated fraction from barbatim&o leaf extract ioeld apoptotic death with autophagy in both cell
lines, MCF-7 and MDA-MB-435. These results are im@ot because it was demonstrated the
cytotoxic effect and the ER- MDA-MB-435 cell deatiduction, besides the cytotoxicity to ER+
MCEF-7 cells. As there is no a curative treatmenR- mammary tumors as well as ER+ tumors
in an advanced stage, the isolated fraction seembet a promising candidate to a drug
development for breast cancer treatment and prievent

Key words: Apoptosis. Autophagy. Breast cancer. Cell cultéant extractStryphnodendron
adstringens
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ATP
BAD
BAK
BAX
BCL-2
BCL-XL
BCRJ
BECLIN-1
BH-3
BID
BRCA1
BRCA2
C
CASPASES
CDC-2
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

- Fator de inducédo de apoptose (“Apoptosikizing factor”).

- Andlise de variancia.

- Fator-1 ativador de protease apoptotidpdgptotic peptidase activating factor

- Trifosfato de adenosina.

- Proteina pro-apoptotica.

- Proteina pro-apoptotica.

- Proteina pro-apoptotica.

- Proteina anti-apoptaotica.

- Proteina anti-apoptética.

- Banco de Células do Rio de Janeiro.
-Proteina marcadora da autofagia.
- Proteina pro-apoptotica.

- Proteina pro-apoptotica.

- Gene - cancer de mama tipo 1.

- Gene - cancer de mama tipo 2.

- Controle.

- Cisteina-aspartato proteases (“Cyssspatic-acid-proteases”).

- Proteina quinase, responsavel pelo canttolciclo celular.

- Ciclofosfamida.
- Diaminobenzidina.

. Dose efetiva para obtencdo de 50% de reducéo isamna (p<0,05) do

parametro analisado.

DNA
DNase
DR3
DR4
DR5
DR6

- Acido desoxirribonucleico.

- Desoxiribonuclease.

- Receptor de morte 3 (“Death receptor-3”).
- Receptor de morte 4 (“Death receptor-4”).
- Receptor de morte 5 (“Death receptor-5”).

- Receptor de morte 6 (“Death receptor-6”).



dUuTP - 2-desoxiuridina 5’-trifosfato.

EC - Epicatequina.

ECG - Epicatequina galato.

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético.

EGC - Epigalocatequina.

EGCG - Epigalocatequina galato.

EGF - Fator de crescimento epidermal (“Epidermalwgh factor”).

ER+ - Receptor de estrégeno positivo.

ER- - Receptor de estrégeno negativo.

F80 - Fracdo de proantocianidinas isoladas daddragquosa de folhas de

barbatimdo, com metanol a 80%.
F100 - Fracdo de proantocianidinas isoladas dagadraaquosa de folhas de

barbatimao, com metanol a 100%.

F-5 -Fracao de barbatimado a 5 pg/mL.

F-10 - Fracdo de barbatiméo a 10 pg/mL.

F-20 -Fracéo de barbatiméao a 20 pg/mL.

F-40 - Fragéo de barbatim&o a 40 pg/mL.

F-80 - Fracéo de barbatim&o a 80 pg/mL.

F-160 - Fracéo de barbatiméo a 160 pug/mL.

FAS - Receptor de morte.

FAS L - Ligante de Fas.

HER2 - Receptor do fator de crescimento epidér@tiqgéHuman epidermal growth

factor receptor-type 2").

HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia.

IAPs - Inibidores de apoptose.

ICso - Concentracao para a inibicdo de 50% do parametlisado

IGFBP - Fator de crescimento que se liga a prat&iomo insulina(* Insulin-like

growth factor binding proteins”).

INCA - Instituto Nacional do Céncer.
LC-3 - Cadeia leve 3 da proteina associada a tdioutos.
MAP-LC-3 - Cadeia leve 3 da proteina associaddcaotibulos (“Microtubule-associated

protein 1 light chain 3”).



10

MCF-7 - Linhagem celular de adenocarcinoma manfarimano, receptor de estrogeno
positivo (“Michigan Cancer Foundation”).

MCF-10A - Linhagem celular epitelial mamario n&@iorbrigénica.

MCP - Morte celular programada.

MDA-MB-435 - Linhagem celular de adenocarcinomamago humano, receptor de estrogeno
negativo.

MDA-MB-431 - Linhagem celular de carcinoma mamadrionano.

MDA-MB-436 - Linhagem celular de carcinoma mamadrionano.

MDA-MB-468 - Linhagem celular de carcinoma mamadrionano.

NF-kB - Fator nuclear kappa ativador de células Butlear Factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells”).

OMI/HTRA2 - Serina protease que cliva os inibidode apoptose.

p53 - Proteina codificada pelo gene supressarrder,p53
p21 - Proteina reguladora do ciclo celular.

PARP-1 - Poli-ADP-ribose- polimerase 1.

PBS - Tampéo fosfato salina.

PGR+ - Receptor de progesterona positivo.

PGR- - Receptor de progesterona negativo.

PI3K - 3-Fosfatidilinositol quinase.

pRb - Proteinaetinoblastoma.

PTEN - Gene supressor de tumor (“Phosphatasesasththomolog”).
PVDF - Fluoreto de polivinilideno.

SDS - Dodecil sulfato de sodio.

SKBR-3 - Linhagem celular de carcinoma mamario &won

SMAC/DIABLO- Serina protease ativadora de casp&edond mitochondria-derived activator

of caspase”).

TCA - Acido tricloroacético.
TGFa - Fator de crescimento transformaate
TL1A - Ligante para DR3 é&'R6/DcR3 semelhante ao fator de necrose tumoral

(“TNF-like Ligand for DR3 and TR6/DcR3").

TNF-a - Fator de necrose tumoral
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TRAIL - Ligante inductor de apoptose relacionadofaor de necrose tumoral (“TNF-

Related Apoptosis-Inducing Ligand”).

TSC2 - Gene supressor de tumor (“Tuberous sckepsiein 27).
TX-4 - Oncogene
VPS34 - Fosfatidilinositol-3-quinase classe IN&cular Protein Sorting”).

WNT7B - Oncogene.
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1 INTRODUCAO

1.1 Incidéncia e fatores de risco do cancer de mama

O céancer de mama € o segundo tipo de cancer regiseinte no mundo e 0 mais comum
entre as mulheres, sendo que a cada ano, cercded casos novos de cancer em mulheres
sdo de mama. E relativamente raro antes dos 35denomde, mas acima desta faixa etaria sua
incidéncia cresce rapida e progressivamente. Asiststas indicam o aumento de sua frequéncia
tanto nos paises desenvolvidos quanto nos paiseesenvolvimento. Segundo a Organizacao
Mundial da Saude, nas décadas de 60 e 70 regmtsmmaaumento de 10 vezes nas taxas de
incidéncia ajustadas por idade nos diversos cartse(INCA, 2009). No Brasil, o céancer de
mama é o prevalente entre as mulheres. O Ministi@iBaude, por meio do Instituto Nacional do
Cancer (INCA) estima que o numero de casos novasugeer de mama em 2010 seja de 49.240,
com risco estimado de 49 casos a cada 100 mil maghBla Regido Sudeste, o cancer de mama
€ 0 mais incidente entre as mulheres, com riscon&dbd de 65 casos novos por 100 mil
habitantes. Sem considerar os tumores de pele sEnoma, este tipo de cancer também é o
mais frequente nas mulheres das regides Sul (64000 Centro-Oeste (38/100.000) e Nordeste
(30/100.000). No Estado de Minas Gerais o cancenalea também é o mais frequente entre as
mulheres, sendo a estimativa para 2010 de 4.250snhc&sos e 0 nimero de novos casos ha
capital deve ser de 950 aproximadamente (INCA, 009

O cancer de mama apresenta fenétipos variadosuasalgstudos apontam para dois tipos
principais de cancer de mama: o primeiro tipo, rfreiguente na pré-menopausa, € caracterizado
por ser metastatico agressivo e ndo expressareptegade estréogene (ER-); o segundo, com
maior frequéncia na pods-menopausa, estd associado caracteristicas indolentes,
principalmente, por expressar o receptor de estwge(ER+). A expressdo do receptor de
estrogeno determina as variacbes morfoldgicas @isjocomo por exemplo, 0s carcinomas
medulares sdo ER-, enquanto os carcinomas tubwddodmilares sdo ER+ (INCA, 2009). Cerca
de 70% dos tumores de mama sdo ER+. A porcentagetntbres ER+ aumenta linearmente

com a idade, mas mesmo na pré-menopausa a promedamores ER+ € alta, sendo estimada
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em 62% para idades 35 e 72% para 49 anos. Além do receptor de esto)geexpressao do
receptor de progesterona (PGR+) é importante pgreognostico da doenca. Estima-se que,
aproximadamente 75% dos tipos ER+/PGR+; 33% do ERe/PGR- e 45% de ER-/PGR+
respondam a terapia hormonal (CLARKE et al., 2009).

Outros fatores genéticos estdo associados ao nsiorde desenvolvimento de cancer de
mama. Mulheres que apresentam mutacdo nos @REALle BRCA2tém 85% de chance de
desenvolver cancer de mama antes dos 70 anos de. i@s carcinomas medulares estdo
associados as mutacées no gBREAL(cromossomo 17) e sdo mais frequentes em populacde
de baixo risco, como as japonesas. Por outro ladogarcinomas tubulares e lobulares tém
associacdo com as mutacdoes do gBRECAZ2 (cromossomo 13) e sdo mais comuns em
populacbes de alto risco, como nos Estados Unid@sef al., 2005; INCA, 2009). Outras
mutacdes genéticas, como as que ocorrem nopgEhearecem ser desencadeadoras da doenca,
surgindo com maior frequéncia em alguns grupos@n{VALLE, 1999). O genélER2é um
receptor do fator de crescimento epidérmico 2 covpredades oncogenéticas e mutagdes com
ganho de funcédo aparecendo em 20 a 30% dos casadsakr de mama (DOWSET et al., 2000).
A ativacao da via 3-fosfatidilinositol quinase (R)BAkt esta envolvida na progressao e invasao
tumoral e ainda reduz a eficacia da terapia. O atonda expressdo de HER2 coopera na
promoc¢ao da invasdo e sobrevivéncia tumoral depgadie PI3K (FOLGIERO et al., 2008).
Fatores progndsticos tais como: expresséo dostogesple estrégeno e progesterona e de HER2
sao utilizados para a classificacédo de risco e datooes preditivos para a resposta ao tratamento
(YAMASHIRO; TOI, 2008).

Além das caracteristicas genéticas esta bem estatehue fatores de risco relacionados a
vida reprodutiva da mulher, tais como: menarcaquecidade da primeira gestacdo a termo
acima dos 30 anos, anticoncepcionais orais, mesapudia e terapia de reposi¢cdo hormonal
estdo envolvidas no desenvolvimento do cancer deanalém desses, a idade continua sendo
um dos mais importantes fatores de risco. As tdeamcidéncia aumentam rapidamente até os
50 anos, e posteriormente, ocorre de forma matg,lenque tem sido atribuido & menopausa.
Além disso, alguns estudos recentes mostram qu@asiedo a radiacao ionizante, mesmo em
baixas doses, aumenta o risco de desenvolver ca@lecanama, particularmente durante a

puberdade. Ao contrario do cancer do colo do UtrAncer de mama encontra-se relacionado
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ao processo de urbanizacdo da sociedade, eviddociaaior risco de adoecimento entre
mulheres com elevado status socioecondmico (INOB9R

A prevencdo priméaria dessa neoplasia ainda natalnente possivel, devido a variacéo
dos fatores de risco e as caracteristicas genéticas estdo envolvidas na sua etiologia. A
amamentacdo, pratica de atividade fisica e alimgéotaaudavel com a manutencdo do peso
corporal estdo associadas a um menor risco ded#genesse tipo de cancer. Novas estratégias
de rastreamento factiveis para paises com difidekl@rcamentarias tém sido estudadas, uma
vez que até o momento é recomendado a mamograbanpaheres com idade entre 50 e 69
anos, como método efetivo para deteccéo preco@A(II[8009).

No Brasil, o Ministério da Saude recomenda comaggais estratégias de rastreamento
populacional um exame mamogréfico, pelo menos a 2amhos, para mulheres de 50 a 69 anos,
e o0 exame clinico anual das mamas, para mulherd® de49 anos. O exame clinico da mama
deve ser realizado em todas as mulheres que prmauservico de saude, independente da faixa
etaria, como parte do atendimento a saude da muMaea mulheres de grupos populacionais
considerados de risco elevado para cancer de n@mah(storia familiar de cancer de mama em
parentes de primeiro grau) recomenda-se o examecalka mama e a mamografia, anualmente,
a partir de 35 anos. A Politica Nacional de AtenGiwoldgica, incorporada pela Portaria n°
2.048, de 3 de setembro de 2009, define, parasp @liiangente controle do cancer e considera
varios componentes, desde as acles voltadas anpéevaté a assisténcia de alta complexidade,
integradas em redes de atencdo oncoldgica, comjetivob de reduzir a incidéncia e a
mortalidade por cancer (INCA, 2009).

Apesar de ser considerado um céancer relativameatborn progndstico, as taxas de
mortalidade por cancer de mama continuam elevatagdo ao diagnéstico tardio e falta de
tratamento clinico adequado (INCA, 2009). Dadosdoit por meta-andlise de pacientes com
cancer de mama ER+ mostram aumento de sobrevidéicagva utilizando-se terapia adjuvante
enddcrina. Nao ha tratamento curativo para o caeenama independente de estrégeno e para
0s tumores ER+ em estagio avancado ou em caso®t@dstases. Mesmo no caso de tumores
dependentes de estrdgeno, a utilizacdo de terafiestrogénica é limitada pela aquisicdo de
resisténcia pelas células tumorais. A mortalidaglepdrtadores de cancer de mama advém de
metastases do tumor primario que colonizam org&ardes e ndo ha tratamento curativo para

este tipo de patologia. Embora a progresséo tuneofatmacéo de metastases venham sendo
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estudadas ha décadas, continuam pouco conhecelddp d complexidade do processo e a
dificuldade de estabelecimento de modelos labosaddiICLARKE et al., 2009).

O tratamento do cancer de mama utiliza regime d@igterapia multipla, que em geral
inclui a ciclofosfamida (CP), tanto no tratamentusante como neo-adjuvante e ainda para
tumores avancados e recorrentes e terapia angéstoa, baseada principalmente no uso de
tamoxifen, que n&o é apropriado para tumores ERterformente, o tratamento utilizava apenas
um quimioterapico, entretanto, este protocolo agreswa muitos efeitos colaterais (SAEKI et al.,
2006; PESSOA et al., 2007; PEINTINGER et al., 2008MASHIRO; TOI, 2008).

A CP é um agente alquilante do DNA e de proteiiradyzindo apoptose. E um pro-
farmaco, que é ativado no figado, ap6és metabolizgpgdo citocromo P450 (CYP 2B6). A
ligagdo cruzada de fitas do DNA é o mecanismo pionde acdo da CP, bem como de seu
metabdlito 4-hidroperoxi-CP. Este metabdlito é aotido a fosforamida mostarda e acroleina,
metabdlitos muito ativos, que induzem a morte eel(MURATA et al., 2004).

Apesar das vantagens do regime de quimioterapifiptaila toxicidade (hematopoiética,
renal e cardiaca) limita seu uso. Além disso, algumores apresentam quimiorresisténcia, o que
representa um desafio clinico. Assim, a prospecg@onovos compostos com atividade
antitumoral € importante para o aumento da efit@éterapéutica no tratamento de cancer de

mama.

1.2 Linhagens celulares: MCF-7 e MDA-MB-435

As culturas celulares oferecem um sistema simplificpara avaliacdo de atividade, bem
como determinacdo do mecanismo de acdo de compdistrsos, uma vez que mantém as
propriedades dos orgaos de origem, mas nao sofruméncias do organismo como um todo.
Assim, para os estudos da biologia de carcinomaariarhumano bem como para a avaliagdo da
atividade antitumoral de diversos compostos, té&ta gtilizadas diversas linhagens celulares de
adenocarcinoma mamario humano, tais como MCF-7 AWB-435 (DIMRI; BAND; BAND,
2005).
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As células MCF-7 expressam o receptor de estrége(loR+) e a analise citogenética
revelou aneuploidia (2n= 66-87), a presenca de andg cromossomo submetacéntrico e trés
grandes subtelocéntricos em 80% das metafases,da@émlissomia do cromossomo 20. Estas
células mantém varias caracteristicas do epitélimanio diferenciado, incluindo a capacidade
de processar o estradiol por meio de receptorestd&égeno citoplasmaticos. Contém o oncogene
Tx-4, o crescimento é inibido por THFe a secrecdo de IGFBP pode ser modulada pelo
tratamento com anti-estrogénios (LEVENSON; JORDASR7).

As células MDA-MB-435 sdo independentes de estrdgpais ndo expressam o receptor
de estrogena (ER-), expressam os receptores para EGF edT&© oncogene WNT7B. A
analise citogenética dessas células revelou andigleom duplicacdo cromossdémica (2n= 52-
68), auséncia dos cromossomos 8 e 15, rearramo®esOmMicos e trissomia de autossomos.

Devido as suas caracteristicas genéticas, as &nbagelulares de carcinoma mamario
humano, MCF-7 e MDA-MB-435, apresentam potenciallifarativo diferente, bem como
diferentes respostas a agentes quimioterapicositaraorais potenciais obtidos de plantas e de
outras fontes, representando os dois fenoétipos emnte encontrados em mulheres com

carcinoma mamario.

1.3 Morte celular e tumorigénese

A morte celular programada (MCP) é um fendmeno Ogicb importante para o
funcionamento normal de organismos multicelulabergante o desenvolvimento animal a MCP
€ importante para a formacao de estruturas, cendimhimero de células e eliminacdo de células
anormais e ectopicas. Nos tecidos maduros, patidiphomeostase tecidual, que depende do
balanco entre a proliferacdo e morte celular (KERRl., 1994; LORENZO; SUSIN, 2007).
Contudo, o desequilibrio entre vida e morte celidar importantes consequéncias patoldgicas. A
morte celular deficiente estd, frequentemente, leida no desenvolvimento de céancer e
resisténcia tumoral a radio e quimioterapia (MASHIM SURUO, 2005). Em excesso, a MCP

esta envolvida na perda aguda de células, comaswde lesédo por isquemia/reperfusdo, choque
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séptico, bem como em doencas cronicas, incluindeeasodegenerativas e as neuromusculares
(MATTSON, 2000).

Muitos trabalhos tém demonstrado a associagcao prutiéeracdo celular, cancer e morte
celular. Trabalhos indicam que o controle do cutular, particularmente da transicao G1/S e
G2/M, representam 0s pontos principais para garantidivisdo celular acurada (POZO-
GUISADO et al., 2002). Os processos carcinogénimguentemente afetam a progressao do
ciclo celular por inducéo de alteracbes na expoesséatividade de reguladores do ciclo celular,
tais como p53, p21, pRb, ciclinas, quinases depdasgeale ciclinas além de outras proteinas
envolvidas na sinalizagdo celular da indugdo owigho da morte celular (GARTEL;
RADHAKRISHNAN, 2005). Os tumores sdo formados pélutas com diferentes fenétipos e
potencial metastatico. Assim, os diferentes tumoespondem diferentemente as moléculas
antiproliferativas, que podem exercer seus efgtosinducdo de alteracdes na expressao e/ou
atividade de reguladores especificos do ciclo aeifOZO-GUISADO et al., 2002).

Inicialmente, duas principais formas de morte eglfbram propostas: apoptose e necrose
(KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972); hoje se sabe que a€& um processo dinamico, no qual a
célula pode utilizar mecanismos diversos e podeckmsificada por critérios morfoldgicos,
enzimaticos, aspectos funcionais ou caracterigticasologicas (KROEMER et al., 2009).

A MCP por apoptose tem recebido aten¢cédo considendeis este € o0 mecanismo de agéo
de muitos quimioterapicos, demonstrado por estudoslinhagens celulares tumorais (CHEN et
al., 2005). A apoptose é caracterizada por altesagdorfoldégicas que incluem: a condensacao
citoplasmética e da cromatina, a fragmentacdo dé,Cdlteracdes na membrana plasmatica e
formacdo de corpos apoptéticos, que sao fagocitgmws macréfagos ou neutréfilos e o
envolvimento de caspases (KROEMER et al., 2009).

Nas células de mamiferos ha duas vias apoptétacasa dependente da mitocdndria
(intrinseca) e a via independente da mitocondririeseca). A via intrinseca ou mitocondrial é
regulada por proteinas pré e anti-apoptoéticas, mesntda familia Bcl-2. Esta via envolve a
transicdo de permeabilidade mitocondrial, colapsopdtencial de membrana, liberacdo de
citocromo c, exposicdo de fosfatidilserina na fazéerna da membrana plasmatica e perda
eventual da integridade desta. O citocromo ¢ deska a formagcédo do apoptossomo, que € uma
molécula multimérica composta pelo fator-1 ativaderprotease apoptoética (APAF-1), ATP e

citocromo c. O apoptossomo recruta e processa pasa®, formando um complexo
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holoenzimatico, que ativa outras moléculas de &&spabem como a caspase-3, central na
apoptose e a caspase-7, que clivam as pro-caspages$ e 10, levando a degradacao celular.
Outro mecanismo, pelo qual o citocrompode ser liberado, envolve as proteinas da faBdia

2, incluindo Bax, Bak e Bid, que promovem a apop®$8cl-2 e Bcl-x que impedem a liberacéo
de citocromo ¢, sendo anti-apoptéticas. As proteiBxl-2, Bcl-x e Bak localizam-se
predominantemente na membrana mitocondrial, redalasua integridade e a liberagcdo do
citocromo c. As proteinas pro-apoptoéticas Bax, BiBad residem no citoplasma de células
saudaveis. A translocacdo dessas proteinas (elspexia da Bax) para a mitocdndria é
estimulada por fatores apoptoéticos. Apds a traaske, a Bax induz a liberagcédo de citocromo ¢
pela abertura de poro ou abertura de canal voltatggrandente (LOGUE; MARTIN, 2008).

Na via independente da mitocdndria, extrinseca auligacdo ao receptor de morte, a
ativacdo do Fas (receptor de morte), por um ligdet&as, ativa a caspase-8, com subseqiente
ativacdo do efetor, a caspase-3. A caspase-8 pddeit a translocacdo de Bid para a membrana
mitocondrial, ativando a via intrinseca. Estes @ssos resultam na clivagem de proteinas,
condensacdo de cromatina, quebra de moléculas deddoh padréo internucleossomal (DNA
escada) e eventualmente na morte celular por ap®pDANIAL; KORSMEYER, 2004,
BROKER; KRUYT; GIACCONE, 2005; KROEMERGALLUZZI; BRENNER, 2007). Vérios
receptores de morte participam da via extrinsets,cdomo: Fas, TNFR-1, DR3, DR4, DR5 e
DR6. Cada receptor é ativado por vias independeptedigacdo do ligante. Os ligantes incluem
TNF-a, FasL, TL1A e “TNF-Related Apoptosis-Inducing Lig#l (TRAIL). Apés a ligacdo o
receptor sofre trimerizacdo e recruta moléculaptadaras intracelulares, bem como a caspase-8
como transdutores do sinal apoptotico (HUANG; SHEIR007).

Outra proteina proveniente da mitocondria, querdmntpara a morte celular dependente e
independente de caspase é a endonuclease G. Bstigparece cooperar com a exonuclease
ativada por caspase e com a DNase |, para gergmérgos de DNA com padrdo
internucleossémico (DNA escada). A AlF (“apoptdaiducing factor”) é outra proteina liberada
da mitocOndria que exerce papel fundamental natapep Os efeitos letais da AIF séo
controlados pela proteina anti-apoptotica HSP @8, igterage com AIF. E interessante ressaltar
gue a proteina lisossémica catepsina D pode in@duliberacdo de AIF independentemente da
cascata de caspases (BIDERE et al., 2003).
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As alteragfes celulares que ocorrem na via apoptptidem ser classificadas em: precoces
(4-18 h), médias (18-36 h) e tardia3§ h). As alteracBes precoces incluem as alterad@es
membros da familia Bcl-2. A permeabilizacdo mitainied e exposicdo da fosfatidilserina séo
interpretadas como estagio médio e a liberacaatooreamo c, alteracdes de coloragéo por iodeto
de propideo, aumento de marcacao por dUTP trassferalivagem da PARP-1 estdo associados
com a apoptose tardia ou necrose (CLARKE et aQ920

A distincdo entre as formas de MCP pode ser Ut pacompreensao da regulacédo destes
eventos, contudo, crescente niumero de trabalhdsreia que os diferentes tipos de MCP estéo
interrelacionados. A interrelacdo entre MCP depetede independente de caspases também se
aplica as organelas, como a mitocondria, cuja pabiieacdo da membrana externa libera
fatores apoptogénicos tais como citocromo ¢, Smabl®, Omi/HtrA2, endonuclease G (Endo
G) ou AIF. Uma vez no citossol estas proteinas podeciar a morte celular (LORENZO;
SUSIN, 2007).

A MCP com autofagia tem sido associada a tumorggeeem recebido particular atencéo
dos oncologistas, pois muitos tratamentos anticannduzem autofagia (DE BRUIN;
MEDEMA, 2008). E caracterizada pelo sequestro deterah citoplasmatico formando
autofagossomos, que apresentam membrana duplafndem a vesiculas provenientes do
complexo de Golgi, formando o endossomo primariati®acio de HATPase da membrana da
organela permite a acidificacdo do meio internoeddossomo, com ativacdo enziméatica, que
promovera a hidrélise e consequente degradacdorde(zio sequestrado, 0 que marca o término
do processo autofagico. Ocorrem ainda inchaco woniahtal, do reticulo endoplasmatico e
Golgi. Condensacao da cromatina e convolugéo dabmara plasmatica também podem ocorrer,
contudo, ndo héa fragmentagdo do DNA e formacdo depos apoptoticos (LEVINE;
KLIONSKY, 2004; LEVINE; KROEMER, 2008). Em situacdale estresse serve para gerar
nutrientes necessarios. Quando muito ativada, tentn a destruicdo ordenada de organelas
pode levar & morte celular e pode ser utilizadaccailternativa a apoptose para remocéo de
células ndo necessarias, danificadas ou transf@asnaksim, a progressdo tumoral tem sido
relacionada a diminuicdo da autofagia e genes media da execucdo deste processo celular
tém se mostrado supressores de tumores. Contuggacdo entre autofagia e desenvolvimento

tumoral é complexa e este mecanismo pode tambénuttieado pela célula tumoral para
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sobrevivéncia em situacdes de privacdo de nutdemta isquemia e na presenca de sinais
apoptéticos (DE BRUIN; MEDEMA, 2008).

As vias de sinalizacdo que regulam a autofagiackeepdem as vias de controle de
crescimento, proliferacdo, sobrevivéncia e de auifms de MCP. Vérios supressores de tumor
(PTEN, TSC2 e p53) envolvidos na rede de sinalzagd OR, estimulam a autofagia. Ao
contrério, as oncoproteinas envolvidas nesta neitbern a autofagia (ZENG; OVERMEYER,;
MALTESE, 2006). Esses achados, em conjunto conbssreacdes que a deficiéncia da proteina
beclin-1, supressora de tumor, promove a tumorggnem varios tecidos e 0Orgaos, dao
credibilidade a idéia que a autofagia seja um misgan supressor de tumor (LEVINE;
KROEMER, 2008).

A formacdo do autofagossomo é mediada por um gmgpoproteinas conservadas
evolutivamente, Atg (proteinas relacionadas a agtaj. Dois sistemas de conjugacdo de
proteina sé&o envolvidos na via autofagica. O priongistema de conjugagéo produz o complexo
Atgl2-Atg5 que é associado ndo-covalentemente &dnkecO segundo sistema envolve a
conjugacdo de MAP-LC-3 (cadeia leve 3 da proteisgo@ada a microtubulos) com
fosfatidiletanolamina. A LC-3 é processada por udsteina-protease produzindo a forma
citossolica LC-3 |, que é conjugada a fosfatidibelamina, gerando a forma LC-3-II associada as
membranas interna e externa do autofagossomo (FABBROMBO, 2009).

A beclin-1 € uma proteina de 60 kDa, uma PI-3 @énamportante reguladora da
autofagia. O gene foi mapeado no cromossomo 17@ptesenta delegcdo monoalélica em varios
canceres de mama, ovario e prostata (AITA et 8091 ZENG; OVERMEYER; MALTESE,
2006). Em 56% dos casos de tumor mamario humanoeoperda significativa da expressao de
beclin-1 e a expressao desta proteina em célulds-M&@menta o nimero de células positivas
para autofagia, em resposta a privacéo de nutsiemibe a proliferacdo, a formacao de colonias
e a tumorigénese (LIANG et al., 1999; FURUYA ef 2005). Won et al. (2010) observaram que
a expressédo de beclin-1 € inversamente correlatdoagxpressao de Bcl-2 em tecidos de tumor
mamario humano. Bcl-2 interage com a beclin-1, leglo a autofagia (LUO; RUBINSZTEIN,
2009). Outros estudos evidenciaram que a supressérpressao da beclin-1 impede a autofagia
e sensibiliza as células a apoptose induzida peagio de nutrientes para sobrevivéncia celular
em condi¢cdes adversas (BOYA et al., 2005). Assirbeclin-1 é essencial para a inducédo da

autofagia participando dos estagios iniciais denégrdo do autofagossomo.
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Apesar de a autofagia ser distinta da apoptosas estnpartilham alteracdes morfologicas
e vias de ativacdo comuns. A inducdo de autofagiaypimioterapicos também contribui para a
erradicacdo da célula tumoral, o que oferece nopastunidades para o tratamento do cancer
envolvendo a manipulagéo desta via de MCP (DE BRMEDEMA, 2008).

1.4 Barbatimao: caracterizagcao e propriedades meditais

Stryphnodendron adstringeii§lartius) Coville (Fabaceae), conhecida populateeomo
barbatimao, barbatimao-verdadeiro, barba-de-tinchordozinho-roxo e casca-da-virgindade é
uma arvore comum no cerrado, com ampla distribuggmgrafica, ocorrendo em varios estados,
desde o Par4 até norte do Parana, incluindo Mimagi$ Apresenta altas densidades em varias
localidades do Brasil central e é encontrada nratpuentemente em fitofisionomias do cerrado
tipico, campo-sujo e cerraddo (FELFILI; SILVA JUNRQ1993; FELFILI et al., 1993, 1994;
BORGES FILHO; FELFILI, 2003).

A planta apresenta folhas compostas bipinadas,sa&igna oito pares de foliolos por pina.
As inflorescéncias apresentam numero variavelatedlpequenas de cor marrom, hermafroditas,
com longevidade de apenas um dia, produzindo pegugnantidades de néctar, o que atrai
pequenos insetos. E descrita como uma espéciece@miifolia, com pico de floracdo, producio
de folhas novas e queda de folhas entre julho ebomt O fruto € um legume séssil, grosso e
carnoso, linear-oblongo com cerca de 10 cm de domepto (CORREA, 1984; FELFILI et al.,
1999). O caule atinge de 20 a 30 cm de diametre ¢ d 5 m de altura (FELFILI; SILVA
JUNIOR, 1993).

O extrato bruto obtido por decoccédo ou infusdo asca e das folhas de barbatiméo, &
utilizado na medicina popular para o tratamentdedeorreia, diarreia, como antisséptico, para
cicatrizacao de feridas e em inflamacgdes e trabatientificos demonstram inimeras atividades
biolégicas do extrato de varias partes da plantaN{®S; TORRES; LEONART, 1987;
PANIZZA et al., 1988; MACEDO; FERREIRA, 2004). Oteato bruto da casca do barbatiméo
inibiu o crescimento delerpetomonas samuelpessgdiOLETZ et al., 2005)Candida albicans

(ISHIDA et al., 2006), a replicacdo de polioviruderpesvirus bovino e a sintese de antigenos
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virais (FELIPE et al.,, 2006)S. adstringensapresenta ainda diversas outras atividades
demonstradas tais como: anti-inflamatdria, anatgésiprotetora da mucosa gastrica (LIMA et
al., 1998; AUDI et al., 1999; MARTINS et al., 2002)

A avaliacdo da toxicidade mostrou que a adminidtradp extrato metandlico da casca de
barbatimdo para camundongos, por 7 dias, nao aypoestxicidade. Contudo, a administracéo
prolongada (30 dias) para ratos foi toxica, inddaidiminuicdo da massa corporal, aumento de
glicose e aspartato aminotransferase séricas,a@gdénvolucao do timo (REBECCA et al., 2002).

As propriedades medicinais ou atividades farmadcé®dg do barbatimdo podem ser
atribuidas a sua composicao quimica. A planta comm@mpostos fendlicos, sendo que a casca
possui pelo menos 20% de taninos (MELLO; DE PETHRBIAHRSTEDT, 1996a), flavondis,
acidos fendlicos, ésteres de acido galico e ouwtnagpostos fendlicos complexados a glicosidios
e ao acido galico (SANTOS et al., 2002). Contendaidiversas proantocianidinas, tais como
prodelfinidinas 3-flavonois, prorobinetidinas e g@mtocianidinas diméricas (MELLO; DE
PETEREIT; NAHRSTEDT, et al.,, 1996a; 1966b; 1999)e cppresentam inimeras atividades
biolégicas (COS et al.,2004; DIXON; XIE; SHARMA, @b).

Tem sido demonstrado que fatores ambientais pofktar @s teores de taninos na casca de
barbatimdo. Santos et al. (2006) determinaram n@mducdo de taninos na estagdo quente e
chuvosa, quando preferencialmente, deve ocorreoletac de partes do vegetal para uso

medicinal.

1.5 Procianidinas, catequinas e células tumorais

Os taninos sdo compostos fendlicos encontrados aafastas partes dos vegetais,
contribuem para o sabor adstringente de alimenbebilas e desempenham importante papel na
protecdo de plantas contra herbivoros e patogeDbsON; XIE; SHARMA, 2005). Esses
compostos (FIGURA 1) séo soluveis em agua, podetigitar alcaléides e proteinas e segundo
a estrutura quimica séo classificados em trés grupdrolisaveis, complexos ou parcialmente
hidrolisaveis e condensados ou ndo-hidrolisave®J @t al., 2004; KOLECKAR et al., 2008).
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Os taninos hidrolisaveis consistem de ésteresidesgl ou outro poliol com acido galico
(galotaninos) ou acido elagico (elagitaninos), send Ultimos mais frequentes. Os taninos
complexos apresentam uma unidade 3-flavanol qliga¢ligacéo glicosidica) a um galotanino
ou elagitanino. Os taninos condensados sédo oligismerpolimeros compostos por unidades
fendlicas 3-flavanol e como ndo se apresentam gjlémons, ndo sdo prontamente hidrolisaveis.
Contudo, o aquecimento dos taninos condensados &m attoolico-acido produz pigmentos
vermelhos (antocianinas) e por isso sao denomingdoantocianidinas (COS et al., 2004;
DIXON; XIE; SHARMA, 2005; KOLECKAR et al., 2008).

Taninos
v v v
Hidrolisavei: Complexo Condensadt(
|
v v v v
aalotanint elaaitanino v v
: 3-flavanol c OH
O* oH + HO O Bkt
A agucar O/\/\]\
+ ] OH
elagitanino OH
HO OH ou ou
aH galotanino
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aglcar O~ | O "Sv"Son
X “OH
OH

Figura 1- Classificacdo dos taninosA, acido galico; B, acido elagico; C, (+)-catequina;
D, (-)-epicatequina. Fonte: adaptado de Cos e2@04).

As proantocianidinas originam-se por ligacdo, ppaknente, tipdg3 entre o C4 do anel C
de uma unidade nucleofilica flavanil e o C8 {€4°8) ou C6 (C4— C6) do anel A de outra
unidade flavanil, formando compostos oligoméricogoliméricos compostos de subunidades 3-

flavanol, principalmente, (+)-catequinas e (-)-epéguinas (FIGURA 2). Representam um grupo
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com grande diversidade estrutural devido a variagipadrdo de hidroxilacdo, estereoquimica
dos trés centros quirais, localizacdo e tipo dechg entre os monémeros, além da possibilidade
de glicosilacéo e esterificacdo com o acido gal8&n classificados de acordo com o padréao de
hidroxilagdo em varios subgrupos incluindo as pifoddinas, propelargonidinas, profisetidinas,
prorobinetidinas, proguibourtinidinas, proteracatimas, promelacacinidinas e procianidinas
sendo estas as mais abundantes na natureza (FERRELRDE, 2002; NANDAKUMAR,;
SINGH; KATIYAR, 2008).

Figura 2- Férmula estrutural da catequina. Fonte: adaptadixdm, Xie e Sharma (2005).

As procianidinas (FIGURA 3) do tipo B (diméricas)Ce(triméricas) apresentam ligacao
simples entre os mondémeros, enquanto as prociasidin (diméricas) possuem ligacdo éter
adicional entre 0 C2 de uma unidade e a hidroxal&d e/ou C5 de outra unidade (COS et al.,
2004; KOLECKAR et al., 2008). Sdo encontradas jgaimente no vinho tinto, macga, cha, uva,
cacau, chocolate, feijoes, graos e varias frutamelbas (AUGER et al., 2004; COS et al., 2004;
NANDAKUMAR; SINGH; KATIYAR, 2008).
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Figura 3- Formulas estruturais das procianidinAs.procianidina B (epicatequina{d- 8-catequina)B,
procianidina B (catequina-d - 8-catequina); C, procianidina A (epicatequinafd-8, PB-7-
epicatequina; D procianidina G (epicatequinafd- 8-epicatequinafd- 8-epicatequina). Fonte:
modificado de Cos et al. (2004).

As procianidinas oligoméricas, obtidas do fracioeato do extrato de semente de uva,
apresentaram eficiente acao antioxidante. As fragde exibiram maior atividade antioxidante
foram as que mais inibiram a proliferacdo de c8lUACF-7. Sugerindo que a atividade
antioxidante pode ser, em parte, responsavel peregsito antiproliferativo das células de tumor
mamario humano (FARIA et al., 2006).

Kozikowski et al. (2003) demonstraram que as prodinas de cacau e sintéticas (com
estrutura molecular idéntica a da procianidina derréncia natural) inibiram o crescimento de
varias linhagens de células tumorais mamarias haspaincluindo MCF-7, MDA-MB-231,
MDA-MB-435 e SKBR-3. Utilizando a linhagem MDA-MB32 foi possivel estabelecer que a
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inibicdo celular foi provocada pela paralisacaocito celular na fase GO/G1 e a morte celular
foi mais consistente com necrose do que apoptose.

Em outro estudo, Ramljak et al. (2005) demonstracam@ a procianidina pentamérica
natural de cacau induziu a paralisacao do ciclolaeha fase GO/G1 das linhagens celulares de
carcinoma mamario MDA-MB-231, MDA-MB-436, MDA-MB-4& SKBR-3 e MCF-7 e de
células 184A1N4 e 184B5 imortalizadas por benzdaf@p. Entretanto, culturas primarias de
células epiteliais mamarias normais e MCF-10A, etpweamente imortalizadas, foram
resistentes ao tratamento. Os autores verificaram @ procianidina pentamérica induziu
despolarizacdo da membrana mitocondrial das c&Wil&s-MB-231, mas nao das células MCF-
10A. A despolarizagdo da membrana das ceélulas MDB-291, induziu desfosforilagdo
especifica, sem alteracdo da expressado de prateidaladoras da fase G1 como Cdc2, p53 e
outras. A desfosforilagdo da p53 pela procianidieatamérica foi também confirmada nas
células MDA-MB-468. Este trabalho demonstrou queeslas de carcinoma mamario humano
séo seletivamente susceptiveis aos efeitos citméxia procianidina pentameérica.

Aléem das procianidinas, os flavondides especialejenepicatequina galato e
epigalocatequina galato apresentam atividade amiitai, modulam o ciclo celular e podem
potencializar o efeito de quimioterapicos (VALCIE &., 1996; SEERAM; ZHANG; NAIR,
2003; CHISHOLM; BRAY; ROSENGREN, 2004; FARABEGOLt al., 2007; HSIEH; WU,
2008). Baek et al. (2004) relataram que os pringippolifendis do cha verde séo
epigalocatequina galato (EGCG), epicatequina gak@GG), epigalocatequina (EGC) e
epicatequina (EC) e contribuem para a atividadetamoral do cha verde. Lim et al. (2006)
demonstraram que o tratamento com ECG supriminjfiigtivamente, a expressao da proteina
ciclina D1 (proteina chave da regulacdo do ciclalag envolvida na transicdo G1/S, regulacao
da proliferacéo e diferenciacédo celular) em célaksmmosas de carcinoma de cabeca e pescoco.

Além disso, o tratamento com ECG induziu a mortendama linhagem celular.
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2 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi investigarpmtde morte das linhagens de carcinoma
mamario humano MCF-7 (ER+) e MDA-MB-435 (ER-) indlle pela fragdo isolada do extrato

de folhas de barbatimdo. Assim, os objetivos efipesiforam:

2.1 Fracionar o extrato de folhas de barbatimda paEitencdo da fragcdo contendo

procianidina.

2.2 Tratar as células de tumor mamario com a fracao

2.3 Avaliar se a fragéo induz alteracdo da viabdele da morfologia celular.

2.4 Extrair proteinas celulares.

2.5 Determinar o tipo de morte celular induzida.

2.6 Determinar se a fragao apresenta potencidtiargral.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao, extracéo e fracionamento do materiakgetal

As folhas deStryphnodendron adstringeriMartius) Coville foram coletadas em Alfenas
(Minas Gerais, Brasil) em julho de 2007. Exsicatasam depositadas no herbario da
Universidade Federal de Alfenas (N. 196). As foli@am secas a 80C, em estufa com
circulagdo de ar e trituradas. A seguir foi pregara extrato aceténico, por maceracao estatica
de 100 g de folhas em 1 L de acetona: agua (7udynte 5 dias. Este procedimento foi repetido
mais duas vezes. Os extratos combinados foram cwades por evaporacdo a baixa presséo, a
30° C, para eliminar a acetona (LIMA et al., 2006).

O extrato concentrado foi submetido a particdoidiopiquido com acetato de etila (1:1),
por 5 vezes, para remover lipideos e pigmentosve@(em gordura (LIMA et al., 2006). A
fracdo aquosa remanescente foi liofilizada e 2 egmduto liofilizado foram dissolvidos em
metanol aquoso (10%) e fracionados em coluna Seghad-20 (Pharmacia) de 40 x 2 cm. Foi
utilizado como eluente, metanol de 10-100% (v/v, iecrementos de 10% (100 mL cada),
seguido por 2 fracbes de 100 mL de acetona-agBa  :taxa de eluicdo foi de 0,5 mL/min e

fracOes de 50 mL foram coletadas separadamente;(E®999).

3.2 Cromatografia em camada delgada

O teor de proantocianidinas de todas as fracdedasldoi monitorado por cromatografia
em camada delgada (FOO; LU, 1999). As fracoes damgréficas foram analisadas em placas de
20 x 20 cm de silica gel (Merck), utilizando-se amet-tolueno-acido acético (3:3:1, v/iviv). As
manchas foram visualizadas com vanilina a 5% (@w)HCI a 10% (v/v). A fracdo eluida com

metanol a 100% apresentou o maior teor de proamtioiinas e foi a utilizada nos experimentos.
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3.3 Composicao da fracao

Para determinacdo da composicdo da fracdo foizeelsi a analise por HPLC, segundo
descrito por Foo e Lu (1999). A fracdo eluida coetanol a 100% foi submetida a degradacédo
com floroglucinol. Amostras de 2 mg da fracao, eiplitata, foram misturadas a 2 mg de
floroglucinol e 1 mL de HCI a 1% em etanol e inaddm por 1 h a temperatura ambiente.
Decorrido o tempo as amostras foram aplicadas ematdgrafo liquido de alta eficiéncia,
Shimadzu LC-20AD, equipado com detector de diodesgdseificador a vacuo, bomba
guaternéria, auto-injetor de amostras e colunadstatizada RP-18 Shim-pack Shimadzu (poro
de 4,5um; 4,6 mm de diametro interno x150 mm de comprimenfpods filtracdo (filtro
Millipore de 0,22um), 20uL da solugédo dos produtos de degradacdo da fracam finjetados
no cromatdgrafo e eluidos com fluxo de 0,5 mL/miBAC. Foram utilizados os seguintes
eluentes: A de 100 a 80% [acido acético:agua (2§ por 20 min, B a 100% [acido
acético/acetonitrila/agua (2/20/78 v/v)], por 6(hpseguido de lavagem e recondicionamento da
coluna por 10 min. Os produtos foram detectado8Carin. Para identificacdo dos compostos
foram utilizados os padrdes: acido galico, (-)-afgquina-39-galato, procianidinas diméricas
Bl e B2, catequina e epicatequina, que foram adgkao cromatdégrafo em conjunto com a

amostra.

3.4 Culturas celulares de tumor mamario humano

As linhagens MCF-7 (CR117) e MDA-MB-435 (CR119)0penientes do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ), foram cultivagias monocamadas e mantidas em meio de
cultura RPMI-1640, contendo 20% (v/v) de soro fetalino inativado termicamente e penicilina
(100 U/mL) e estreptomicina (100 pug/mL), & &em atmosfera umidificada com 5% de;CO
meio foi substituido a cada dois dias e as céltdemm subcultivadas a cada 5 dias, apos

tripsinizacdo com solucao de Tripsina-EDTA 0,25%.
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3.5 Tratamentos das células

ApOs tripsinizagdo a viabilidade celular foi deterada pelo método de exclusdo do
corante azul de trypan. As células Yt8ls/mL) foram subcultivadas em placas com 24 pocos
(“multiwell”) ou sobre laminulas em placa de Pgidar 24 h, para obtencdo do crescimento
exponencial. O meio foi removido e novo meio addEscle soro, antibidticos e da fragdo de
barbatiméo a 5, 10, 20, 40, 80 ou 160 pg/mL fotiadado as células, que foram incubadas por
mais 24 h. O controle foi constituido por célulasubadas em meio, soro e antibioticos.
Utilizou-se ciclofosfamida a 550 pg/mL como agenitetdxico e indutor de morte celular.

3.6 Ensaio de citotoxicidade

3.6.1 Analise da viabilidade celular

Foi utilizada a coloragéo das proteinas com suétamina B para determinagéo do efeito
de diferentes concentracOes da fracao sobre didad® celular, de acordo com Houghton et al.
(2007), com modificacdes. Apos o tratamento daslagIMCF-7 e MDA-MB-435 por 24 h, as
mesmas foram fixadas com 50 pL de acido tricloroeméTCA) a 50 % (p/v), a®4C, por 1 h. A
seguir o contetdo do poco foi removido e o mesmtaf@do com adgua destilada e deixou-se a
placa secando por 30 min em estufa @@7Foram adicionados 50 pL de sulforrodamina B4a 0
% (p/v) em acido acético a 1% (v/v), por 30 minc@eido o tempo o corante foi removido e 0s
pocos foram lavados por 4 vezes com acido acétit® gv/v). O corante foi dissolvido pela
adicdo de 100 pL de Tris 10 uM, pH 10,5, por 10 saib agitacdo e a absorbancia foi lida a 560

nm.
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3.6.2 Analise morfolégica

A andlise morfolégica foi realizada como descritor Pedro et al. (2006), com
modificagBes. Apds o tratamento das células cultisasobre laminulas em placa Petri, estas
foram fixadas com paraformaldeido tamponado a 4é6radas com hematoxilina-eosina. As
laminas foram montadas em Entellan e observadasnemoscopio de luz. Foi realizada a
morfometria apds captura das imagens e analiserogrgma Motic Images Plus 2.0. Foi

determinada a area das coldnias de células MC&-&rea das células MDA-MB-435.

3.7 Extracédo e dosagem de proteinas

Apés o tratamento das células cultivadas em plawcaltitvell’, o meio de cultura foi
removido e as células foram tripsinizadas. Apodrdegacao, o sobrenadante foi descartado, as
células foram lavadas com PBS 0,1 M (pH 7,4), degidas e foram adicionados 50 puL de
tampdo da amostra de eletroforese [Tris-HCI 62,5, pM 6,8, B-mercaptoetanol 5% (v/v),
dodecil sulfato de sodio (SDS) a 1,25% (p/v), gbtea 15% (v/v) e azul de bromofenol a
0,006% (p/v)]. Antes da aplicacdo no gel de eletede as amostras foram fervidas em banho-
maria por 1 min para desnaturacdo e a seguir dsipas foram quantificadas pelo método de
Lowry modificado (PETERSON, 1977), utilizando-sgl5das amostras obtidas.

3.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS

As proteinas (3Qug) foram separadas em gel de poliacrilamida-SDSecoio 12% de
acrilamida (v/v), de acordo com o método descrap lmemmli (1970). A corrida eletroforética
foi executada por 1 h, a 35 mA e em seguida fdizada a transferéncia das proteinas para
membrana de PVDF, por 1 h a 200 mA (TOWBIN; STAEHELGORDON, 1979). O gel foi
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corado com azul de Coomassie R250 por 30 min etadzgi mecanico e na seqiéncia descorado
com solugéo de acido acético:metanol:agua (5:25.4@ara monitoramento da transferéncia das
proteinas. O padrdo de peso molecular utilizadoetesoforeses foi composto por albumina de
soro bovino (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), pepdiB4,7 kDa), tripsinogénio (24 kDaf;
lactoglobulina (18,4 kDa) e lisozima (14,3 kDa) [{ida VI - Sigma).

3.9 Western blotting

Esta técnica foi realizada de acordo com Sant'Anal.e(2008), com modificacfes. A
expressdo de proteinas envolvidas na morte celoiaanalisada utilizando-se os seguintes
anticorpos monoclonais: anti-pro-caspase 8, asprases-3, 8 e 9, anti-caspase-3 ativa, anti-Bcl-
2, anti-Bax, anti-beclin-1 e anti-LC-3 (Sigma). Apa transferéncia a membrana foi autoclavada
por 20 min & 120° C, para exposicao dos epitopespdateinas. As proteinas foram fixadas e
bloqueadas, durante 1 h em tampéo Tris-HCI 25 miM8pcontendo NaCl 125 mM (TBS) e
Tween 20 a 0,1% (v/v) (TBST) e 5% de leite em pEndéado. A seguir foram lavadas em TBST.
A membrana foi entdo, incubada com o primeiro anpic diluido em TBST/1% leite em po
desnatado e incubada por 12 h a 4° C. Decorrigm@d foram feitas cinco lavagens em TBST
por 5 min. A membrana foi incubada com o segundiz@po conjugado com peroxidase, por 2
h, a temperatura ambiente. A seguir foram feit@s lmvagens com TBST e trés com TBS por 5
min. A membrana foi incubada com diaminobenzidDAR) (1 mg/mL) em TBS e perdxido de
hidrogénio (HO;) a 5% (v/v), para revelacdo das proteinas. Todosresultados foram
normalizados pela expressdo @actina para corrigir eventuais diferencas na ddade de
proteinas de cada amostra. A densitometria foizeed usando-se o programa Motic Images

Plus 2.0 e os resultados foram expressos em pagmmtem relacdo ao controle.
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3.10 Andlise estatistica

Os dados obtidos para os experimentos realizad@nfa@omparados por andlise de

variancia pelo teste ANOVA, seguido do teste deejkramer, quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Cromatografia em camada delgada e composicéo ftacao

A cromatografia em camada delgada identificou gfragio do extrato de barbatim&o com
0 mais alto conteudo de proantocianidinas foi d@leom metanol a 100 % (FIGURA 4A). Esta
fracdo foi composta por procianidina, pois se obteyproducdo de cianidina em meio alcodlico-
acido. A andlise por HPLC (FIGURA 4B) revelou agemeca de trés compostos principais: acido
galico, procianidina dimérica Bl (epicatequinf-(4 8)-catequina; o principal componente) e

epicatequina-3-galato.

4.2 Viabilidade celular

A fracdo de barbatimao apresentou citotoxicidada pa células MCF-7 e MDA-MB-435,
com reducdo da viabilidade, estimada pela coloradgioproteinas com sulforrodamina B
(FIGURA 5). A fracdo apresentou citotoxicidade emneentracéo a partir de 40 pg/mL para as
duas linhagens, contudo foi mais citotoxica paraéhislas MCF-7 do que para a MDA-MB-435,
evidenciada pela menor viabilidade celular apdsatainento com as concentragdes de 40, 80 e
160 pg/mL.
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Figura 4- CromatogramaA, Cromatografia em camada delgada das fracdes datpomenidinas
isoladas da fracdo aquosa de folhas de barbatrnéometanol a 80% (F80) e 100% (F100). A
fracdo F100 foi liofilizada e utilizada nos expeemtos.B, HPLC-DAD (absorbancia 280 nm) dos
produtos da degradacao com o floroglucinol, dgdmade barbatiméo eluida com metanol a 100%; Picos
1, acido galicog2, procianidina dimérica B3, (-)-epicatequina-8-galato.
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Figura 5- Viabilidade das células MCF-7 e MDA-MD-43%ntrole (C) e tratadas por 24 h com
ciclofosfamida a 55Qug/mL (CP) e fragdo de barbatimdo (F) de 5 a 160muglestimada pela
coloracao de proteinas com sulforrodamina B. * 50

4.3 Andlise morfoldgica das células

O tratamento das ceélulas com a fragdo de barbatiegidtou em alteracdes morfoldgicas
conspicuas, incluindo perda da morfologia celdlaica, diminuicdo da célula e condensacéo da
cromatina. As células MCF-7 crescem em colonia®ssyem forma e tamanho assimétrico.
Estas células, apds o tratamento com a fracdo ribatbado, assumiram formato arredondado,
passaram a crescer isoladamente e exibiram vactibdgdasmaticos (FIGURA 6). A area das
colénias diminuiu significativamente (p<0,001) redulas tratadas com CP e com a fracdo de
barbatimdo nas concentracfes a partir de 10 pghttRURA 7). A dose efetiva para obtencao
de 50% (Dko) das células com reducéo significativa (p<0,05adE das colbnias foi de 12,35
pg/mL. As células MDA-MB-435 apresentaram alteracdeorfolégicas, assumindo formato
alongado apos o tratamento (FIGURA 8). A area daslas diminuiu significativamente
(p<0,001) com o tratamento por CP e fracdo de barha em concentracbes a partir de 40
pg/mL (FIGURA 9), sendo a BEgde 34,43 pg/mL. As alteracOes observadas forarandigmtes

da concentracao.
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Figura 6 — Células MCF-7 controle (C) e tratadas por 24 h ccthf;fosfamida a 55@qg/mL (CP) e
fracdo de barbatiméo (F) de 5 a 160 pg/mL, coradas hematoxilina-eosina. Observam-se diminui¢ao

do tamanho das coldnias e alteracdes morfologmasoctratamento. Barra = 1 um.
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Figura 7 — Area das coldnias de células MCF-7 controleg(@ptadas por 24 h com ciclofosfamida a 550
pg/mL (CP) e fracdo de barbatiméo (F) de 5 a 16@n1gf indica diminuicdo significativa (p<0,001) da
area das colbnias de células tratadas com CP eadoagdo em concentracdes a partir de 10 pg/mL, em
comparagédo ao controle.
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Figura 8 — Células MDA-MB-435 controle (C) e tratadas por 2dom ciclofosfamida a 550g/mL (CP)
e fracdo de barbatiméo (F) de 5 a 160 pg/mL, ceradm hematoxilina-eosina. Observam-se diminuigdo
do tamanho e altera¢cdes morfoldégicas com o trateamBarra = 1 um.
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Figura 9 — Area das células MDA-MB-435 controle (C) e tdats por 24 h com ciclofosfamida a 550
pg/mL (CP) e fracdo de barbatiméo (F) de 5 a 16én1gf indica diminuicdo significativa (p<0,001) da
area das células tratadas com CP e com fracdo mrerdoactes a partir de 40 pg/mL, em comparacao ao
controle.

4.4 Western blotting

A expressao da proteina Bax, uma proteina pro-apogt aumentou enquanto a expressao
da proteina Bcl-2, uma proteina anti-apoptoéticanimiiu significativamente (p<0,001) nas
células MCF-7 e MDA-MB-435, tratadas com a fracadCle comparadas com o controle
(FIGURA 10).

A razdo entre a expressao das proteinas Bax e Balud fator chave na regulacdo do
processo apoptético. Nas células MCF-7 tratadas a&dracao a razao Bax/Bcl-2 foi de 5,11 +
0,05 e nas células MDA-MB-435 foi de 7,71 + 0,06tr@amento com a fracdo de barbatiméo
reduziu a expressédo de Bcl-2, um potente inibidomubrte celular, enquanto a expressao de
proteina Bax aumentou, indicando desregulacdoz@o Bax/Bcl-2 nas células MCF-7 e MDA-
MB-435 e, portanto, inducéo de apoptose (FIGURA 11)
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Figura 10 — Expresséo de Bax e Bcl-2 em células MCF-7 e MI-435 controle (C) e tratadas por 24
h com ciclofosfamida a 550g/mL (CP) e fracdo de barbatimdo a 40 pug/mL £)Western blotB.

Densitometria. Observam-se aumento da expressBaxde diminuicdo da expressao de Bcl-2 nas células
tratadas.
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Figura 11 — Razao da expressédo de Bax/Bcl-2 em células MERDA-MB-435 controle (C) e tratadas
por 24 h com ciclofosfamida a 53@/mL (CP) e fracdo de barbatimdo a 40 pg/mL (F)seDia-se
aumento da razao Bax/Bcl-2 nas células trataddsando processo apoptético.

As caspases sao enzimas consideradas importanteadmes celulares da inducao de
apoptose. A expressao de caspase-9 aumentou cigimdimente (p<0,001) nas células, MCF-7 e
MDA-MB-435, tratadas com a fracdo e CP comparades as células controle. Nas células
tratadas com a fracao a expressado de caspaseifrfiicativamente maior (p<0,001) do que nas
tratadas com CP. A expressao da caspase-3 dinsigiificativamente (p<0,001) nas células,
MCF-7 e MDA-MB-435, tratadas com a fracéo e CP caragas com o controle. A expressao da
caspase-3 nas células MCF-7 tratadas com a frag@dliferiu significativamente da expresséo
nas células tratadas com CP. Contudo, nas células-MB-435 houve diminuicdo da expressao
da caspase-3 significativa (p<0,01) apos tratameoio a fracdo comparado ao tratamento com
CP. A expressao da caspase-3-ativa aumentou sighiimente (p<0,01) nas células MCF-7 e
MDA-MB-435 tratadas com a fracdo e com CP. A exfesda pro-caspase-8 diminuiu
significativamente (p<0,05) nas células MCF-7 e MBDIB-435 tratadas com a fracdo e com CP,
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guando comparadas ao controle. Contudo, ndo hafererta significativa da expressao da pro-
caspase-8 nas células tratadas com a fracdo calapads tratadas com CP. A expressdo da
caspase-8 aumentou significativamente (p<0,01)céhgas, MCF-7 e MDA-MB-435, tratadas
com a fracdo de barbatimdo e CP comparadas commtooley sendo a maior expressdo nas
células MCF-7. Nao houve diferenca significativaempresséo da caspase-8 nas células tratadas
com a fragdo comparadas as tratadas com CP (FIGL2RA
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Figura 12 — Expresséo de caspase-9 , caspase- 3, casptga;p@-caspase 8 e caspases 8 em células
MCF-7 e MDA-MB-435 controle (C) e tratadas por 24dm ciclofosfamida a 550g/mL(CP) e fracdo

de barbatim&o a 40 pg/mL (A. Western blotB. Densitometria. Observa-se diminui¢cdo da exprededo
pré-caspase-8 e caspase-3 e aumento de caspaspaies9 e caspase-3-ativa nas células tratadas.

As proteinas LC-3 e beclin-1 sdo consideradas marea da autofagia. A expresséo da
proteina LC-3 aumentou significativamente (p<0,00&¥ células, MCF-7 e MDA-MB-435,
tratadas com a fracdo e CP comparadas com o aaniak células tratadas com a fracdo o
aumento foi significativamente maior (p<0,001) de qpas células tratadas com CP. A expressao
de beclin-1 nas células MCF-7 ndo variou com @ina@nto. Contudo, nas células MDA-MB-435



45

houve aumento significativo (p<0,05) quando as laéluratadas com a fracdo e CP foram
comparadas ao controle (FIGURA 13).
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Figura 13 — Expresséo de LC-3 e beclin-1 em células MCRVID&-MB-435 controle (C) e tratadas por
24 h com ciclofosfamida (CP, 5%@/mL) e fracdo de barbatim&o a 40 pg/mL @).Western blotB.

Densitometria. Observam-se aumento da expressB@-@nas células tratadas e de beclin-1 apenas nas
células MDA-MB-435 tratadas.
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5 DISCUSSAO

Os tumores mamarios sao constituidos por diferetipes celulares e o fendtipo das
células tumorais €, geralmente, considerado ummperé relevante para determinagédo do grau
de malignidade, sendo importante para a escolhguniioterapico a ser utilizado. No presente
trabalho foi avaliado o efeito da fracéo isoladdalleas de barbatim&o sobre a indugcédo de morte
de células de adenocarcinoma mamario humano emrauMCF-7 (ER+) e MDA-MB-435
(ER-), células geneticamente distintas e que aptasepotencial proliferativo diferentes.

Neste trabalho foi demonstrado que a fracdo isallmdextrato de folhas de barbatiméo é
composta principalmente por procianidina dimérich @picatequina-@ - 8)-catequina) e
epicatequina-3-galato (ECG) e acido galico em menor proporcadrafamento com a fracao
resultou em alteracdes morfoldégicas em ambas hadans, sendo que as células MCF-7 foram
mais sensiveis que a MDA-MB-435, uma vez que gl menor para as primeiras células e
este efeito foi dependente da concentracéo.

Os resultados obtidos neste trabalho podem sdyultds a composicdo da fragdo. As
proantocianidinas apresentam varios efeitos biotige alvos molecularés vitro ein vivo, que
podem potencialmente ser Uteis na prevencdo emiata de céncer de varios 0Orgaos
(NANDAKUMAR; SINGH; KATIYAR, 2008; YANG et al., 208). Tem sido demonstrado que
a ECG apresenta potente atividade biologica, indlwia inducdo de inibicdo do crescimento
celular, apoptose e inducdo da expresséo de paoseipressora de tumor (BAEK et al., 2004;
LIM et al., 2006; CHO et al., 2007). As catequiragrocianidinas sdo os dois principais grupos
de flavondides presentes em grande variedaderderabs e bebidas presentes na dieta humana.
As procianidinas diméricas B, os monémeros de oataq e epicatequinas livres ou
condensados ao acido galico sdo os compostos caratividades bioldgicas descritas. Embora
0 metabolismo e biodisponibilidade destes compost®s sejam ainda bem esclarecidos,
inUmeros efeitos bioldgicas vivo destes compostos foram comprovados (AUGER e2@0D4;
ACTIS-GORETTA et al., 2008).
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A citotoxicidade de diferentes concentracdes deafvade barbatim&o foi avaliada pela
coloracdo de proteinas com sulforrodamina B, quenéindicador da viabilidade celular. A
fracdo mostrou-se toxica para ambas as linhagdusiess, sendo a MCF-7 mais sensivel.

Tendo em vista as alteracdes morfoldgicas obttdascomo: alteracdes da forma celular e
da membrana plasmética, picnose e condensac¢aoodaatéra, que sSdo compativeis com
apoptose, foi analisada a expresséo de proteidas pnti-apoptoticas. Os resultados obtidos
demonstram que a fracao induziu apoptose nas mhhagiéns celulares, pois houve desregulacéo
das proteinas da familia Bcl-2. O aumento da egpoede Bax (pro-apoptética) e diminuicdo de
Bcl-2 (anti-apoptoética) estimulam a via intrinsep@ptdética. Para confirmar esses achados foram
investigados os niveis de caspases, que partiaigsata via.

O tratamento com a fracdo induziu aumento de caspasaspase-3-ativa e caspase-8,
enguanto houve diminuicdo de caspase-3 e de ppasa8. Estas sdo enzimas-chave do
processo apoptoético estimulado pela via mitocohdr@qual a proteina Bax € translocada para a
membrana mitocondrial, permeabilizando-a. Isto pcavo inchago mitocondrial com exposicao
citoplasmética do citocromo c, que forma com a &ss{® o apoptossomo. Este por sua vez ativa
a caspase-3, que passa para a forma ativa, induzindivagem da pro-caspase 8. Na via
extrinseca, desencadeada por ligacdo ao receptonodie celular, ndo ocorre ativacado de
caspase-9, como foi observado neste trabalho (LQ®MARTIN, 2008).

Kozikowski et al. (2003) sintetizaram procianidir@gomeéricas de epicatequina-f(4-

8) e observaram que aquelas contendo 5 ou ma@nmigps a 100 pg/mL foram citotoxicas para
células MCF-7 e MDA-MB-435. Estas procianidinas ungdam principalmente necrose das
células e as diméricas ndo mostraram atividadesHstsultados reforcam a hipotese de que a
estrutura quimica seja importante para a atividgdés no presente trabalho a procianidina
dimérica B1 presente na fracdo isolada de folhabatbatiméo é formada por epicatequina-
(4B — 8)-catequina e a fracdo mostrou-se citotdéxica parbas as linhagens celulares tratadas.
Actis-Goretta et al. (2008) observaram que a intgdd de dois residuos de &cido galico a
procianidina dimérica B1 aumentou a citotoxicidgura células MDA-MB-435 e MCF-7,
guando comparado a procianidina dimérica B1. Eatgeres verificaram que ocorreu efeito
citotoxico por diminuigdo do contetdo de ATP calidaas células MCF-7 foram mais sensiveis
gue as celulas MDA-MB-435, como foi observado nespnte trabalho. A resposta diferencial

das células pode ser provavelmente atribuida &mgasdo receptor de estréganmas células
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MCF-7 (ER+), mas ndo nas células MDA-MB-435 (EE4)g et al. (2003) demonstraram que as
procianidinas diméricas B inibem a atividade daratase, por inibicdo competitiva, sugerindo
gue suprimem a sintege situ de estrégeno e estes autores demonstraram qoeianidina B1

foi a mais eficiente. Kijima et al. (2006) demoasam que além inibicdo da atividade da
aromatase as procinidinas diméricas B também iniaemtividade de 2 fatores de transcrigéo,
importantes para a expressao da aromatase, omueida expressao da proteina.

A aromatase catalisa trés reacdes consecutivasidiexitacdo, para conversdo de
andrégeno C-19 em estrogeno C-18, que € a etaglaefioritica para a sintese de estrogeno. A
enzima é expressa em varios tecidos tais como swlipvarios, placenta, cérebro, pele e 0ssos.
Antes da menopausa 0 estrogeno circulante € sdoretdncipalmente pelo ovario e apés a
menopausa 0s andrégenos sintetizados pelas adséwacnvertidos nos tecidos periféricos. A
expressdo da aromatase esta aumentada no tecidoatumamario, bem como no estroma
circundante, em comparacdo ao tecido mamario nof@atstrogeno liga-se ao receptor de
estrogenan das células ER+, induzindo a dimerizagdo do recepgue se liga aos elementos
responsivos ao estrogeno no DNA ou a fatores desdrgdo ligados ao DNA, ativando a
transcricdo de genes-alvo e proliferacdo tumor@3RBNGREN, 2003). Assim, a producéo
situ de estrogeno é mais importante que o estrogeodlaite na estimulacdo do crescimento de
tumores ER+ (BULUN et al., 2009).

Sonne-Hansen e Lykkesfeldt (2005) Smuc e RiznedqR@demonstraram que as células
MCF-7 apresentam atividade de aromatase suficpargesintetizar estrogeno. Assim, a diferente
resposta ao tratamento com a fracao isolada pélalss MCF-7 e MDA-MB-435 pode ser, pelo
menos em parte também atribuida a atividade dagmidma B1, como inibidora da aromatase.
Outros efeitos ja demonstrados para as prociarsddiméricas B1 tais como antioxidante
(FARIA et al., 2006) e anti-inflamatoria, por inika ligagcdo de NkB ao DNA podem ainda
contribuir para o efeito da fragéo isolada de feltda barbatim&o observado neste trabalho.

A fracao utilizada neste trabalho é também compost&aCG. Tem sido demonstrado que
as catequinas reduzem a proliferacdo de célulatumer mamarioin vitro e diminuem o
crescimento do tumor em roedores. Valcic et al9g)9solaram 6 diferentes catequinas do cha
verde e a ECG apresentou atividade antiprolifezapgra células MCF-7, com J€de 154,8
pg/mL, concentracdo bem superior a da fracdo adiizno presente trabalho. Chisholm, Bray e
Rosengren (2004) estudaram o efeito de varias watesipara células MCF-7 e MDA-MB-231 e
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a ECG a 20 pM mostrou-se citotoxica para célulasAMIIB-231 e induziu morte celular por
apoptose. Goodin e Rosengren (2003) demonstraramaqeCG n&o inibiu a atividade de
aromatase e ndo diminui a concentragdo plasméiestdadiol, ndo sendo, portanto, antagonista
do ERu. Outros trabalhos evidenciaram que a ECG induzpeessao da proteina supressora de
tumor ATF3, que é regulada por MB- (CHO et al., 2007) e induz apoptose por supredsio
expressao de ciclina D1 e indugdo de NAG-1 (BAEKalet 2004; LIM et al., 2006). Cabe
salientar que a ECG apresenta atividade inibideraDdIA polimerasen e de proteassomo,
portanto, reduzindo a proliferacdo e ativando atencelular (SAITO et al.,, 2009). Nao ha
trabalhos prévios demonstrando que a ECG induzoatege de células de tumor mamario
humano.

E interessante ressaltar que foram observados hasccitoplasmaticos nas células tratadas,
0 que levou a investigacdo da ocorréncia de meitédac com autofagia. As proteinas beclin-1 e
LC-3 sdo importantes marcadores da autofagia, sé&das para as fases iniciais do processo,
com a formacdo do autofagossomo (FADER; COLOMB@9200 aumento da expressao de
LC-3 foi evidente nas duas linhagens celularestutim o aumento significativo da beclin-1
apenas foi observado nas células MDA-MB-435.

A apoptose e a autofagia podem ser correguladasap@roteinas anti-apoptoticas Bcl-2 e
Bcl-xL regulam a autofagia negativamente, por Ega@ beclin-1 e a proteina pro-apoptotica
BH3 pode reverter esses efeito, desfazendo edm@din. Assim, a apoptose pode suprimir a
autofagia. A apoptose induzida por Bax pode redaautofagia pelo aumento da clivagem de
beclin-1 mediada por caspases. Apés a clivagemagsnentos N e C-terminal da beclin-1 ndo
interagem normalmente com a Vps34, que € necegsfidaa autofagia. A clivagem da beclin-1
€ 0 evento critico de inibicdo da autofagia pekspases (ZENG; OVERMEYER; MALTESE,
2006; LUO; RUBINSZTEIN, 2009). Esta pode ser a eggdo para os resultados obtidos nas
células MCF-7, nas quais o tratamento com a fraé@anduziu aumento significativo de beclin-
1, mas apenas de LC-3.

O papel da autofagia no tratamento do cancer é tmmearios trabalhos cientificos. A
autofagia € um processo conservado evolutivamgrie,meio do qual os componentes do
citoplasma sdo degradados por via lisossomal, ctomoa de obtencdo de aminoacidos e
energia. Assim, constitui-se em uma via de sobéadia ativada por privacdo de nutrientes e

outros estimulos tais como estresse metabdlicorraatéps anticancer, o que pode induzir
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proliferacdo e protecdo das células tumorais. @mta autofagia pode resultar na morte da
célula, contribuindo para conter a proliferacaamdeperradicar as células tumorais (DE BRUIN;
MEDENA, 2008; CHEN; KARANTZA-WADSWORTH, 2009).

Defeitos neste processo estao claramente relacer@mtimorigénese, pois em varios tipos
tumorias, incluindo tumores mamarios, ocorre agiemonoalélica da beclin-1 (WON et al.,
2010). Assim, o papel da autofagia no tratamentoéhcer € complexo e tanto a indu¢do como a
inibicdo podem auxiliar na eliminacéo de célulandrais. A inibicdo da autofagia concomitante
a quimioterapia e radioterapia tem sido apontasaocoma boa estratégia para o tratamento do
cancer, impedindo que células competentes pardagidcsobrevivam ao tratamento. Por outro
lado a estimulacdo da autofagia induzida pelo atonda expressdo de beclin-1 deve ser
considerada, pois a autofagia pode causar a mettdgac o0 que resulta na diminuicdo da
proliferacdo celular e, portanto, na inibicdo denduigénese. A autofagia ainda determina a
preservacdo do conteudo celular sem alteracbedogiatos, por meio da manutencdo de
proteinas e organelas funcionais, supressdo des @an®NA e instabilidade gendémica, com a
remocdo de fontes genotoxicos, o que € fundamguatal a prevencdo do cancer (CHEN;
KARANTZA-WADSWORTH, 2009). Estudos ainda sdo neéeiss para esclarecer o real papel
da autofagia no tratamento e prevencdo do canaénae outros.

Assim, no presente trabalho foi demonstrado qua@id isolada de extrato de folhas de
barbatimdo induziu apoptose com autofagia de IMEF-7 (ER+) e MDA-MB-435 (ER-).
Estes resultados sao importantes, pois foram ddradas a citotoxicidade e inducédo de morte
das células MDA-MB-435, que sédo ER-, além das as8IMCF-7 (ER+). Tendo em vista que ndo
ha tratamento efetivo para tumor mamario ER-, bemcacpara ER+ em estagio avancado, a

fracdo isolada parece promissora para o tratangeptevencao do cancer de mama.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho permitem corgplet

- a fracdo isolada do extrato de folhas de barldati® composta por procianidina B1
(principal componente), epicatequina galato e agéalio;

- essa fracdo apresentou citotoxicidade para agaséMCF-7 (ER+) e MDA-MB-435
(ER-), sendo mais ativa contra as primeiras célitasizindo diminuicdo de proteinas celulares e
alterac6es morfoldgicas;

- 0 tratamento com a frag&o induziu a morte poptgs® com autofagia nas duas linhagens
celulares estudadas;

- a fragcdo obtida apresenta potencial antitumoral.
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ABSTRACT

The cytotoxic and apoptotic effects of a fractisnlated fromStryphnodendron adstringens
(barbatiméo) leaves were evaluated in two humaasbieancer cell lines, the ER (+) MCF-7 and
the ER (-) MDA-MB-435 cells. Identification analgsievealed that the fraction is composed by
gallic acid, procyanidin dimer B1 (main componesmy (-)-epicatechin-8-gallate (ECG). The
SRB assay revealed that the fraction decreasediabllity. The morphological analysis showed
cell alterations after treatment that includes thng-up, shrinkage, chromatin condensation and
plasma membrane blebbing. The area of MCF-7 catoaled MDA-MB-435 cells reduced
significantly (p < 0.001) upon treatment. The fracttreatment increased the expression of Bax,
caspase-9, active caspase-3, caspase-8, LC-3 et band decreased the Bcl-2, caspase-3 and
pro-caspase-8 expression. The results indicatehbdraction is cytotoxic to both cell lines and
induces apoptosis with autophagy. In view of carberapy, apoptosis and autophagy could be
important to prevent tumorigenesis, tumor progassind to enhance the effects of anti-cancer
therapies. Barbatiméo leaf would be a valuableuesoof bioactive phytochemicals.

Keywords: Stryphnodendron adstringenBrocyanidin B1; ECG; breast tumor; autophagy;
programmed cell death.
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INTRODUCTION

Stryphnodendron adstringel®lartius) Coville (Fabaceae) is a native tree tiravs in open
fields and savannah regions in Brazil, where pagularly known as barbatiméo (Felfét al,
1999). The commonly used part is the bark, which &ddong history of use as a remedy in
traditional medicine. Studies with barbatimdo estsehave demonstrated that it possesses anti-
inflammatory (Limaet al, 1998) and antiulcerogenic activities (Audial, 1999). There also are
reports that barbatiméo extracts have wound hedlingeset al, 2005), antioxidant (Lopest
al., 2005; Sanchest al.,2005), antiviral (Felipest al.,2006), antiprotozoa (Hole&t al, 2005),
and antimicrobial effects (Sanchetsal, 2005; Ishideet al.,2006). Data from chemical analysis
demonstrated that the main constituents in barldatirare flavan-3-ol phenolic compounds
derivatives that are responsible for the herb’setarof pharmacological activities (Mellet al
1996a; 1996b; 1999). Despite the great number érdint reported activities of barbatiméo
extracts, there is no report on its anticancerceffe

Breast cancer is one of the most common malignambts worldwide, and is the first
leading cause of death from cancer in women. Theggfve chose two phenotypically different
human breast carcinoma cell lines as model to explwe effects of a barbatim&o leaf fraction
containing procyanidin dimer B1 and (-)-epicateeBi®-gallate on cancer cell growth. The
fraction was cytotoxic and induced apoptosis witliophagy of MCF-7 and MDA-MB-435
human breast carcinoma cells.

MATERIALS AND METHODS

Extraction and fractionation of plant material. This procedure was carried out as described by
Lima et al (2006), with minor modifications. Leaves $fryphnodendron adstringeri§lartius)
Coville was collected in Alfenas (Minas Gerais 8tdrazil) in Julho/2007. A voucher specimen
(N. 196) is deposited at the Herbarium of the Ursidade Federal de Alfenas (Brazil). The dried
leaves were pulverized, extracted by homogenatith acetone/water (7:3) and low pressure
evaporated at 30° C. The obtained concentratedoagusolution was extracted with ethyl acetate
(1:1) and the remaining aqueous solution was I\}@gu and fractionated (Rés@t al, 2004).
Two mg of the lyophilized extract was dissolvedl®® aqueous methanol and fractioned on a
40 cm x 2 cm i.d. Sephadex LH-20 column (Pharmddgpsala, Sweden). The column was
eluted by increasing the methanol content of therd from 10 to 100% (v/v) in increments of
10% (100 mL each) followed by 2 x 100 mL fractiook acetone-water (70:30, v/v). The
proanthocyanidin content of the fractions was naed using thin-layer chromatography (TLC)
system using 20 cm x 20 cm silica gel plates (Mearid the spots were visualized with vanillin
reagent. The fraction eluted with 100% methanol wat the highest content of
proanthocyanidins, it was used in the experimendsraferred as “fraction”.

HPLC analysis. A sample of the fraction (2 mg) was mixed with pbigiucinol (2 mg) and 1
mL of 1% concentrated HCI in ethanol was addedeAétanding for 1 h at ambient temperature
the reaction products were examined by HPLC (Fab laso, 1999). The HPLC analysis was
performed on a Shimadzu high performance liquidctatography LC-20AD system equipped
with a diode array detector, vacuum degasser, qate pump, auto-sampler and thermostated
column compartment. After filtration on Milliporelter paper (0.22um), 20 yL fraction after
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phloroglucinol degradation were injected on a Shawk Shimadzu RP-18 column (416 pore
size, 4.6 mm i.d. x 150 mm) and eluted with a fiate of 0.5 mL/min with column temperature
set at 30C. The following solvents were used: A [acetic aviter (2/98 v/v)] and B [acetic
acid/acetonitrile/water (2/20/78 v/v)]. The gradiepplied was 100 to 80% A for 20 min and
then 100% B for 60 min followed by washing and redioning for 10 min. The products were
detected by absorption at 280 n@ullic acid, (-)-epicatechin-8-gallate and procyanidin dimer
B1 were identified as fraction constituents by cangon with authentic standards.

Cell culture. The two human breast cancer cell lines used, BRM@F-7 (CR117) and ER (-)

MDA-MB-435 (CR119), were provided by the Rio de dian Cell Bank (Brazil). Cells were

grown as monolayers and maintained in RPMI-1640 inmdsupplemented with 20% heat-
inactivated FBS, 2 mM glutamine, 100 U/mL peniailind 100 pg/mL streptomycin, at’37 in

a humidified atmosphere with 5% GO

Cell treatment. Viable cells were counted using Trypan blue exdgdmethod in a
hemocytometer. The exponential growing MCF-7 and AMidB-435 cells were obtained by
plating 1 x 18cells/mL in 24-well microtiter plates, followed B4 h incubation. After that the
cells were treated with six different concentrasi¢s, 10, 20, 40, 80 and 1§@/mL) of fraction.
Cyclophosphamide (CP; Sigma) was used as positweral (550 pg/ mL). The lyophilized
fraction and CP were dissolved in sterilized waléy,uL solutions were added to cell cultures
and the plates were incubated for another 24 B7%€C. Ten pL sterilized water were added to
the control cells

Sulphorhodamine B assay.For determination of the dose response cytotoxiecefof the
fraction, the SRB protein staining assay was ustmlghtonet al, 2007). The effect on cell
viability was estimated by the reduction in the metrease of protein in the cells over vehicle
control during fraction incubation and thes¢@Qvas calculated by GraphPad Prism version 4.00
for Windows.

Cell morphologic analysis After treatment, cells were fixed with 4% buffére
paraformaldehyde and stained with hematoxylin-eoSiides were mounted in Entellan and
observed under a light microscope.

Western blotting. Total proteins were extracted (Lirat al, 2006) and quantified (Peterson,
1977). Thirty micrograms of protein were denatubgdboiling in sample buffer at 9€ for 5
min, then electrophoresed using 12% SDS-PAGE dederimli, 1970) and the separated
proteins were transferred to polyvinylidene difliger (PVDF, Bio-Rad) membranes. Membranes
were heated in an autoclave for 20 min, blockedh wibcking buffer containing 5% non-fat dry
milk in TNT buffer (25 mM Tris-Cl, pH 8.0, 125 mMaCI| and 0.1% Tween-20) for 1 h at room
temperature. Next, the membranes were incubatdd spécific primary antibodies, including
anti- Bax, Bcl-2, caspases-9, 3 and 8, active c@spapro-caspase 8, LC-3, beclin-1 @ralctin
(Sigma) and proteins were detected (Sant'@tre., 2008).

Statistical analysisData were analyzed using ANOVA with post hoc asialyoy Tukey test,
when p < 0.05. Results are expressed as meandasthdeviation (SD).
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RESULTS

The HPLC analysis revealed that the fraction is posed by gallic acid, procyanidin dimer
B1 (epicatechin-(@ — 8)-catechin) and (-)-epicatechin€sgallate (ECG) and it was cytotoxic
to MCF-7 and MDA-MB-435 cells, reducing cell viabyl estimated by the SRB protein staining
assay in concentrations higher than 40 pg/mL @oh lcell lineages (Fig. 1). The 4gfor MCF-7
cells was 76.31 = 0.95 pg/mL and for MDA-MB-435 wi86.83 + 1.43 pg/mL, indicating that
the fraction is more effective against MCF-7 cells.

The treatment with the fraction resulted also it e®rphology alterations that include cell
shrinkage, plasma membrane blebbing and chromatwensation. MCF-7 cells that grow as
asymmetric colonies, after the fraction treatmeittildted a round shape and isolated growth
pattern and the MDA-MB-435 cells became pronouncddsiform (Fig. 2). The area of the
MCEF-7 cell colonies and MDA-MB-435 individual celtlecreased significantly (p < 0.001) after
fraction treatment with concentrations higher ti&nug/mL (Fig. 3A) and 30 pg/mL (Fig. 3B)
respectively to MCF-7 and MDA-MB-435 cells. The ffor MCF-7 cells was 12.35 pg/mL and
for MDA-MB-435 was 34.43 pg/mL. This assay also faomed that the fraction is more
cytotoxic to MCF-7 than to MDA-MB-435.

The protein expression analysis revealed that popttic proteins increased while anti-
apoptotic proteins decreased after the fractioattnent of the cells (Fig. 4A). The caspases are
considered important cell markers of apoptosis. &kgression of caspase-9, active caspase-3
and caspase-8 increased significantly (p < 0.00Bath cells treated with the fraction. By the
other hand the level of caspase-3 (p < 0.001) arwlcg@spase-8 (p < 0.01) decreased
significantly, suggesting that apoptosis was indudée observed deregulation of Bax and Bcl-2
expression, estimated by the ratio Bax/Bcl-2 (5:11.05 for MCF-7 and 7.71 £ 0.06 for MDA-
MB-435 cells) also indicates apoptotic cell dedtiy(4B).

The proteins LC-3 and beclin-1 are considered bidiaautophagy cell markers and the
expression of LC-3 increased significantly (p <0Lin both treated cell lines while the beclin-1
expression increased significantly (p < 0.05) ieated MDA-MB435 cells, indicating that
autophagy was induced upon treatment.

DISCUSSION

In the present work we evaluated the cytotoxic @malptotic effect of a fraction isolated from
barbatiméo leaves on human breast cancer cells MER+) and MDA-MB-435 (ER-) that are
phenotypically distinct and exhibited different pierative potential and drug response. The cell
treatment with the fraction resulted in cell viatlyildecreasing, morphology alterations and cell
death, being the MCF-7 more responsive to thertreat than MDA-MB-435 cells.

As the fraction induced some morphological chareties of apoptosis, but not
internucleosonal DNA fragmentation (data not showe)next investigated the expression of key
proteins involved in apoptosis and autophagy. Tdwilts showed that the treatment with the
fraction induced apoptosis in both cell lines doetderegulation of the Bcl-2 proteins family,
Bax (pro-apoptotic) and Bcl-2 (anti-apoptotic)idtwell established that Bax increasing and Bcl-
2 decreasing stimulates the intrinsic apoptotichwaly. To confirm that we investigated the
expression of caspases linked to that pathway.

We found that the treatment increased caspasetBjeacaspase-3 and caspase-8, and
decreased caspase-3 and pro-caspase-8 expreshige @re key enzymes in the apoptosis
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mediated by the mitochondrial pathway. In this path Bax is translocated to the internal
mitochondrial membrane and causes permeabilizatrah swelling of tha mitochondria, with
citochrome c exposition to the cytosol and it form#h caspase-9 the apoptosome. The
apoptosome activates caspase-3, that turn intadtsve form, inducing the pro-caspase-8
cleavage. It is important to point out that in tetrinsic pathway or death receptor ligand-
mediated apoptosis, the expression of caspased iacreased (Logue and Martin, 2008).

It is worth to note that some cells exhibited cy&smic vacuoles, what lead us to investigate
if autophagy was also in course and we found tl@&8Lwas overexpressed in both treated cell
lines and beclin-1 only in MDA-MB-435 cells. As 8eproteins are essential for initial stages of
the autophagic process (Fader and Colombo, 2008)jrals indicate that the fraction treatment
also induced autophagy, and could be useful faadireimorigenesis prevention and treatment.

Autophagy is an evolutively conserved process, bams of what cytoplasm constituents are
degraded via endosomal-lysosomal system, partiogpain organelle turnover and in the
bioenergetic management of starvation. Howeveryakee of autophagy in cancer treatment is a
matter of debate and its definitive role in humamarigenesis remains unclear. Autophagy may
prevent a normal cell to become a malignant celtlbgrading damaged organelles and thereby
reduce cellular stress, or by degrading specifitgans that enhance tumor formation. It also may
kill the developing premalignant cells and thergbgvent tumorigenesis (De Bruin and Medema,
2008; Chen and Karantza-Wadsworth, 2009). Defattshe autophagic process are clearly
related to breast tumorigenesis and tumor progmessiue to monoalelic beclin-1 deletion (Won
et al, 2010).

The fraction tested in the present work was biaally active against breast tumor cells and
the phytochemicals, namely procyadin dimer B1 a@GEmay be responsible for the fraction
activity. Actis-Gorettaet al (2008) found that procyanidin dimer B1 was cyxatdo MCF-7 and
MDA-MB-435 cells, as found in the present work. Tihoduction of two gallic acid residues to
the procyanidin dimer B1 increased its cytotoxiehd the MCF-7 cells were more sensitive than
MDA-MB-435 cells. The procyanidn dimer B1 possesstiger demonstrated biological effects
such as antioxidant (Faré al, 2006) and anti-inflamatory that could also aetdor the effect
of the isolated fraction from barbatiméo leaveseobsd in the present work.

The isolated fraction is also composed by ECG.a$ been demonstrated that catechins
decrease breast tumor cells proliferatiorvitro and in rodents. Valciet al (1996) isolated six
different catechins from the green tea and ECG avdiproliferative for MCF-7 cells, with 1§
of 154.8 pg/mL, a dose higher than that obtainethepresent work. Chisholet al (2004)
demonstrated that 20 uM ECG was cytotoxic and iadugpoptosis on MDA-MB-231 cells.
Goodin and Rosengren (2003) demonstrated that EfLGhb effect on aromatase activity and it
is not an ER antagonist. ECG can induce the expression of gppr tumor protein (Chet al,
2007) and apoptosis (Baekal, 2004; Limet al, 2006).

In the present work we demonstrated that a fracitkmtated from barbatiméo leaves is
cytotoxic to MCF-7 (ER+) and MDA-MB-435 (ER-) celéd induces apoptosis with autophagy
of the cells. Apoptosis and autophagy cell dea¢hheghly genetically controlled processes. The
programmed cell death plays an essential role @®t&ctive mechanism against tumorigenesis
and tumor progression, by removing damaged, tram&fd or malignant cells. Induction of
apoptosis is a desirable mode of action of a chleenapeutic or a chemopreventive agent for
cancer control and treatment. The fraction isoldften barbatiméo leaves seems to be a
promising source of phytochemicals to improve theabt cancer treatment and prevention.
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Figure legends

Fig. 1. Effect of the fraction from barbatim&o leavon the cell viability estimated by the
sulphorodamine B assay. Cells were treated withysgthL cyclophosphamide (CP) and with 5,
10, 20, 40, 80 and 160y/mL fraction, for 24 h. Results are the mean +@Ehree independent
experiments (* p < 0,05).

Fig. 2. Morphology of MCF-7A) and MDA-MB-435 B) cells. Light microscopy of hematoxin-
eosin stained untreated control (C) and treateld 850 pg/mL cyclophosphamide (CP) and 5 to
160pg/mL fraction (F5 - F160), for 24 h. Scale bar gr.

Fig. 3. Area of MCF-7 colonies (A) and MDA-MB-43%lts (B) untreated control (C) and
treated with 550 pg/mL cyclophosphamide (CP) amal 560pug/mL fraction (F5 - F160), for 24
h. Results are the mean + SD of three independgatrienents (* p < 0.001).

Fig. 4. Protein expression in MCF-7 and MDA-MB-488lls (A) untreated control (C) and
treated for 24 h with 550 png/mL cyclophosphamid@)@nd 4Qug/mL fraction (F40). The ratio
Bax/Bcl-2 increased indicating apoptod®.(



