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RESUMO

O cancer representa uma das principais causas de morte no mundo. De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) surgem, a cada ano, nove milhdes de casos e cerca
de cinco milhdes de pessoas morrem em consequéncia da doenca. Apesar do
aprimoramento nos métodos de diagnostico, muitos tipos de céncer ainda sdo
diagnosticados em fase avancada, assim 0s tratamentos convencionais sdo apenas
paliativos. Muitos medicamentos rotineiramente utilizados em tratamento quimioterapico
séo oriundos de produtos naturais e o Brasil dispde de uma ampla diversidade de plantas, as
quais sdo Uteis como fonte de pesquisa para a identificacdo de novos compostos com
atividade antitumoral. O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial antitumoral de nove
espécies de plantas coletadas na Mata Atlantica da regido sul de Minas Gerais, sendo elas:
Duguetia lanceolata (folhas), Trichilia emarginata (folhas), Miconia willdenoii (folhas),
Allophylus racemosus (folhas e galhos), Metrodorea stipularis (folhas), Mollinedia
widgrenii (folhas), Casearia arborea (folhas), Acacia polyphylla (folhas) e a Casearia
sylvestris (folhas). Os resultados mostraram que o extrato obtido a partir das folhas de
Casearia sylvestris foi potencialmente ativo contra cinco linhagens diferentes de células
derivadas de cénceres humanos: Ab49 (adenocarcinoma pulmonar), MCF7
(adenocarcinoma mamario), HepG2 (hepatocarcinoma), U251 MG (glioblastoma), HT144
(melanoma). Assim sendo, 0 extrato bruto dessa espécie foi fracionado por extracdo
liquido-liquido a fim de selecionar as fragdes enriquecidas com substancias bioativas. As
fraches acetato de etila e hexanica (substancias de média e baixa polaridade) mostraram
promissoras nos resultados dos ensaios bioguiados, sendo que a fracdo acetato foi
selecionada para isolamento de substancias com potencial antitumoral. Apés Cromatografia
em Coluna e Cromatografia Liquida foi possivel o isolamento da casearina D. A mesma foi
submetida aos testes bioldgicos e verificou-se que tem potencial antitumoral sobre as linhas

de hepatocarcinoma e adenocarcinoma pulmonar.

Palavras-chave: Cancer, bioprospeccédo, Casearia sylvestris, antitumoral.



ABSTRACT

Cancer has emerged as a major cause of morbidity and mortality in recent times.
According the report from the World Health Organization (WHO), there were 9 million
deaths with 5 million new cases of cancer for wear. Unfortunately, many cases are still
diagnosed at advanced stages when treatment options are only palliative. Many
medications routinely used in chemotherapy are derived from natural products, and Brazil
has a wide diversity of plants, which are useful as a source of research for the
identification of new compounds with antitumor activity. The aim of this study was to
evaluate the anti-tumor potential of nine species of plants collected in the Atlantic Forest
in the southern region of Minas Gerais, which are: Duguetia lanceolata (leaves),
Trichilia emarginata (leaves), Miconia willdenoii (leaves), Allophylus racemosus (leaves
and branches), Metrodorea stipularis (leaves), Mollinedia widgrenii (leaves) and
Casearia arborea (leaves), Acacia polyphylla (leaves), Casearia sylvestris (leaves). The
results showed that the extract obtained from Casearia sylvestris leaves were potentially
active against five different strains derived from human cancer cells: A 549 (lung
adenocarcinoma), MCF 7 (breast carcinoma), HepG2 (hepatocellular carcinoma), U251
MG (glioblastoma) HT 144 (melanoma). Thus, the crude extract of this species was
fractionated by liquid-liquid extraction in order to select the fractions enriched with
bioactive substances. The ethyl acetate fraction (medium polarity substance) showed a
higher antitumor activity and was selected for isolation for the isolation of substances
with antitumor potential. After column chromatography, liquid chromatography has been
possible to isolate the casearin D. The same was subjected to biological tests and have
found that antitumor potential on the lines of hepatocellular carcinoma and lung

adenocarcinoma.

Keywords: Cancer, bioprospecting, Casearia sylvestris, antitumor.
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1 INTRODUCAO

O céncer é 0 nome dado a uma série de neoplasias malignas que se caracterizam
por apresentar células com alta capacidade de proliferagdo e invasdo (HANAHAN;
WEINBERG, 2000). Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o cancer
representa uma das principais causas de morte no mundo. Estdo previstos que 0s casos
anuais aumentardo para 22 milhdes nas proximas décadas, sendo que mais de 60%
desses casos estardo concentrados na Africa, Asia, América Central e América do Sul
(OMS, 2014).

Apesar do aprimoramento nos métodos de diagndstico, muitos tipos de cancer
ainda sdo diagnosticados em fase avancada, principalmente nos paises menos
desenvolvidos (BRAY et al., 2012). Esse aspecto € critico, pois nessa fase 0s tratamentos
convencionais (cirurgia, radioterapia e quimioterapia) séo apenas paliativos. No Brasil,
de acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), estima-se que aproximadamente
596 mil novos casos de cancer sejam diagnosticados até 2016.

A busca por novos medicamentos antineoplasicos tem aumentado nas ultimas
décadas com o objetivo de melhorar as propostas terapéuticas e impedir o0 avanco da
doenca. E relevante identificar compostos que sejam mais efetivos e seletivos contra
células tumorais. Sendo assim, 0s vegetais representam as maiores fontes de substancias
bioativas devido a grande diversidade estrutural de metabdlitos secundarios produzidos
(BRANDAO et al., 2010).

Os estudos fitoquimicos tem sido ateis na identificacdo de metabolitos
secundarios produzidos pelos vegetais, os quais conferem protecdo as plantas contra
insetos e herbivoros, contra a radiacdo ultravioleta e até mesmo contra doencas (SILVA;
CARVALHO, 2004).

O Brasil apresenta uma flora muito rica em diversas espécies vegetais, 0 que
contribui e facilita a busca por moléculas bioativas de espécies ainda ndo estudadas. A
medicina popular tem grande importancia na busca de novos farmacos, pois muitas
vezes 0s estudos cientificos sdo feitos para confirmar as propriedades farmacoldgicas ja
utilizadas por certa populagdo. Na regido sul de Minas Gerais ha um predominio da Mata
Atlantica que é considerada a segunda maior floresta tropical do continente americano o
que facilita novos estudos cientificos. Pode-se considerar que 0s vegetais representam a
fonte mais antiga de medicamentos para o0 homem (BRANDAO et al., 2010).

O método de localizar, avaliar e explorar sistematicamente e legalmente um
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determinado local € definido como bioprospeccao. Sendo que o principal objetivo é gerar
recursos genéticos e bioquimicos para fins comercias visando o menor impacto
ambiental possivel. Indastrias quimicas e farmacéuticas na busca crescente por novos
compostos bioativos tem demostrado grande interesse na biodiversidade de areas pouco
exploradas cientificamente (BOLZANI, 2012).

A Mata Atlantica apresenta grande biodisponibilidade, contudo tem sido pouco
estudada. Esse aspecto associado ao fato de que o cancer ainda representa um problema
de saude publica estimulam a busca por novos compostos com atividade antineoplésica

visando melhorar as propostas terapéuticas para o cancer.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na revisdo bibliogréfica sera citado o cancer, cancer de pulméo e figado, além das
suas origens e estatisticas no Brasil e no mundo. Também é importante ressaltar a
importdncia da Fitoquimica na busca de substancias com atividades bioldgicas,

principalmente, antitumoral.

2.1 Cancer

O termo céncer € derivado do latim cancer e do grego karkinos que significa
“caranguejo” e deve ter sido empregado em analogia ao modo de crescimento do tumor
(infiltrante) quando comparado as pernas do crustaceo que se fixa fortemente na areia
(REDDY;ODHAV; BHOOLA, 2003).

O céancer ¢ o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas denominadas
neoplasias, as quais se caracterizam pelo crescimento desordenado de células que
apresentam algum tipo de mutacdo genética. Essas células podem ser chamadas de
células transformadas ou células que sofreram carcinogénese (ALMEIDA et al.,
2005). Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saide (OMS, 2016), o cancer
representa uma das principais causas de morte no mundo, atras apenas de mortes

relacionadas a doencas cardiovasculares.

Estima-se que em 2030, a carga global sera de 27 milhdes de novos casos de
cancer e 17 milhdes de mortes, em consequéncia do crescimento e do envelhecimento da
populagdo, bem como da reducdo na mortalidade infantil e casos por doencas
infecciosas, principalmente, em paises subdesenvolvidos (OMS, 2016).

De acordo com o INCA, no Brasil, estimam-se 596 mil casos novos de cancer
entre 2016 e 2017. Sendo a taxa de incidéncia maior nos homens (214 mil novos casos)
do que nas mulheres (206 mil novos casos). Os tipos de cancer que mais acometem 0s
homens brasileiros sdo: os canceres de préstata, pulmédo, célon e reto, estbmago e
cavidade oral. Ja nas mulheres, os de mama, célon e reto, colo do Utero, pulméo e
estdbmago.

Durante o desenvolvimento normal sistemas complexos de controle genético
regulam o equilibrio entre divisdo e morte celular em resposta a uma série de estimulos

que regulam proliferacdo, diferenciacdo e morte celular. Alteragfes genéticas e
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epigenéticas podem converter uma célula normal em uma célula transformada, as quais
proliferam desordenadamente e s&o resistentes a apoptose (NICHOLSON, 2000).

O processo de transformacdo maligna se inicia quando mutacGes alteram a
funcéo de genes que regulam direta ou indiretamente a proliferacdo ou a sobrevivéncia
celular, como os proto-oncogenes e genes supressores de tumor. Os proto-oncogenes sdo
genes que regulam positivamente o ciclo celular em resposta a estimulos fisiologicos.
Algumas das mutagGes encontradas nestes genes resultam numa forma de proteina
permanentemente ativa, de modo que a proliferacéo celular seja continua e independente
de estimulos externos. Essas formas modificadas dos proto-oncogenes sdo denominadas
oncogenes. Os genes supressores de tumor inibem a proliferagéo e, portanto, previnem o
crescimento celular desordenado. Assim sendo, as mutagdes que inativam esses genes
contribuem diretamente para o desenvolvimento e progressao do tumor (REED, 2002).

A resisténcia a apoptose é comumente observada em células tumorais e pode ser
decorrente de alteracGes do perfil de expressao e/ou ativacao de diferentes proteinas. Em
geral, o processo é acompanhado por clivagens proteoliticas mediadas por uma familia
de proteases dependentes de cisteina, chamadas caspases. Em humanos, 12 caspases
foram identificadas, sendo que seis isoformas séo criticas na determinacdo da apoptose.
As caspases 8, 9 e 10 sdo iniciadoras e, quando ativadas, atuam na clivagem proteolitica
das caspases executoras (3,6 e 7), as quais orquestram os eventos chaves para a formacéo
dos corpos apoptéticos (WANG et al., 2013).

A apoptose pode ser desencadeada por duas principais vias: Extrinseca, que
envolve a ativacdo de receptores de morte presentes na membrana plasmaética; e a
Intrinseca que esta diretamente relacionada a perda do potencial de membrana
mitocondrial e liberac&o de citocromo c para o citosol (BONER, 2003).

A proteina p53 tem fundamental importancia na manutencao da integridade do
genoma, pois permite a acdo de mecanismos de reparo do DNA ou a remocdo de células
danificadas por meio da apoptose. A maioria dos canceres apresentam mutacdes na p53
ou defeitos na sua regulacdo conferindo a resisténcia a apoptose (AGARWAL et al.,
1998).

A identificacdo de compostos com atividade pré-apoptotica em células tumorais é
extremamente relevante na pesquisa contra o cancer. Nos ultimos anos tem aumentado o
conhecimento sobre os mecanismos moleculares envolvidos na ativagdo, execucdo e

regulacdo da apoptose, fato que melhora a possibilidade em identificar compostos que
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possam atuar de maneira mais especifica (BIRGE et al., 2009).

2.2  Céncer de pulméo e Céancer de figado

No Brasil, o cancer de pulméo é o segundo tipo de cancer mais incidente em
homens (o primeiro lugar é ocupado pelos tumores de préstata) nas regides Centro-Oeste
e Sul com 1090 e 5000 novos casos diagnosticados, respectivamente, ja no Norte,
Nordeste e Sudeste ocupa o terceiro lugar (DUARTE; PASCHOAL, 2005). Segundo o
INCA, o cancer de pulmao é o mais comum entre 0s homens; entretanto a incidéncia de
cancer de pulmao entre as mulheres vem aumentando nos Gltimos anos. Trata-se também
da neoplasia maligna que mais faz vitimas, em 2016 sera responsavel por cerca de
28.220 mortes, sendo 17.330 homens e 10.890 mulheres (INCA, 2016).

O cancer de pulméo possui diferentes causas como: exposicdo a amianto e
radénio, exposicdo ocupacional e ambiental e também fatores genéticos, contudo, o fator
de risco mais relevante é o tabagismo, presente em 80% e 45% dos casos diagnosticados
em homens e mulheres, respectivamente. A doenca ainda é extremamente letal na
atualidade com sobrevida média em cinco anos de cerca de 8,5% em paises
subdesenvolvidos (DUARTE; PASCHOAL, 2005).

A exposicdo excessiva ao tabaco esta relacionada a 87% dos casos
diagnosticados, por conseguinte, os tabagistas possuem 24 vezes mais chances de
desenvolver a doenca que os ndo tabagistas. Os ex-tabagistas, apresentam risco relativo
menor que os tabagistas e maior do que os ndo tabagistas (CHENG et al., 2003; JEMAL
et al., 2005; KIYOHARA, SHIRAKAWA, HOPKIN, 2002). Os principais carcinégenos
presentes na fumaca do cigarro sdo hidrocarbonetos policiclicos (como benzopireno),
nitrosaminas e as aminas aromaticas. Sao substancias que ao passarem pelo metabolismo
de primeira passagem (Fase ) sdo ativados em pro-carcindgenos, capazes de danificar o
DNA (WElI et al., 1996).

O diagndstico precoce para pacientes com cancer de pulmao é imprescindivel
para 0 bom prognostico da doenca e manutencdo da qualidade de vida, portanto, 0s
sinais e sintomas que sejam compativeis com a doenca devem ser imediatamente
investigados. O estadiamento da doenca bem como o prognostico é realizado

considerando diferentes fatores que incluem a classificacdo histolégica do tumor e as
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caracteristicas genéticas que evidenciam o seu comportamento proliferativo/invasivo. O
grau de estadiamento é fundamental para o prognostico. Quanto mais avangado o
estadiamento, menor seria a sobrevida em cinco anos. A presenca dos marcadores
tumorais (Cmyc, Kras, c-erb B-2) tem acarretado menor sobrevida aos pacientes
(UEHARA; JAMNIK; SANTORO, 1998).

O cancer de figado € considerado o oitavo tipo de cancer que mais acometem 0s
homens no mundo e, infelizmente, muitos casos sdo diagnosticados no estagio avancado
quando as opgdes de tratamento séo apenas paliativos (BURN et al., 2010).

Estima-se 33 mil novos casos até 2030 em paises desenvolvidos e 132 mil novos
casos em paises menos desenvolvidos (OMS, 2016).

No Brasil, estima-se 8.772 mil novos casos entre 2016 e 2017. Sendo 5.012 casos
para 0os homens e 3.759 casos para as mulheres (INCA, 2016).

O consumo excessivo de alcool e os virus da Hepatite B e C sdo importantes
fatores de risco para o cancer de figado. As terapias mais utilizadas para o tratamento de
cancer de figado em estagio avancado inclui o uso de inibidores de multiquinases
(COELHO et al., 1998).

2.3  Contribuicao da fitoquimica na busca de novos agentes neoplasicos

Desde o descobrimento do Brasil os recursos naturais sdo explorados na maioria
das vezes ilegalmente. A bioprospeccao visa essa exploracdo de forma consciente para
gue o meio ambiente sofra 0s menores impactos ambientais possiveis. Como definicéo,
bioprospeccdo é o método de explorar sistematicamente e legalmente a biodiversidade
existente em determinado local com principal objetivo de buscar recursos genéticos e
bioguimicos para fins comerciais. Dessa forma a bioprospeccdo tem credibilidade
cientifica, politica e econémica (BOLZANI, 2012).

A Mata Atlantica é considerada a segunda maior floresta tropical do continente
americano e uma das maiores do mundo, segundo a UNESCO. Hoje restam apenas 8 %
da vegetacdo da Mata Atlantica decorrente a ocupacdo e exploracdo desordenada do
territorio desde a época da colonizagdo no Brasil. As maiores extensdes de florestas
remanescentes em Minas Gerais sdo encontradas na Serra da Mantiqueira, essa regido é

considerada de grande importancia biologica devida sua biodiversidade (SANTOS,
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2013).

A fitoquimica, hoje também conhecida como quimica dos produtos naturais
(QPN) € a area responsavel por estudar os principios ativos oriundos de vegetais. Esses
principios ativos sdo chamados de metabolitos secundarios, os quais fazem parte do
metabolismo dos vegetais, conferindo protecdo contra ataques de insetos e herbivoros,
contra a radiacdo ultravioleta e até mesmo contra doengas (SILVA; CARVALHO,
2004).

A utilizacdo de diversas plantas na medicina popular representa uma investigacao
pré-clinica que ndo pode ser ignorada, pois cerca de 74% dos principais produtos
medicinais obtidos de vegetais foram descobertos por indicios e uso na medicina
popular. Sendo assim, o isolamento e a identificacdo estrutural de substancias organicas
produzidas pelo metabolismo secundario de vegetais ou organismos Vivos representam
grande importancia na quimica dos produtos naturais (QPN) e nos avancos tecnolégicos
do pais (BRAZ-FILHO, 2010).

Os vegetais representam importantes fontes de substancias bioativas, as quais
podem ser usadas em propostas terapéuticas devido a grande diversidade estrutural de
metabolitos produzidos. Assim sendo, 0s vegetais representam a fonte mais antiga de
medicamentos para o homem incluindo os farmacos utilizados no tratamento do cancer.
Além disso, fornecem modelos para que os quimicos sintéticos facam modificacdes
estruturais necessarias para otimizacdo das propriedades farmacoldgicas e bioguimicas
das moléculas sintetizadas e/ou semisintetizadas (BOLZANI, 2012).

Grande parte dos medicamentos disponiveis no mercado para o tratamento de
cancer € de origem natural, sendo os protétipos iniciais derivados de vegetais em sua
maioria, micro- organismos, organismos marinhos, vertebrados e invertebrados
terrestres. O Brasil apresenta uma rica biodiversidade, a qual serve como fonte de
pesquisas para a identificacdo de novas moléculas com potencial terapéutico (FUNARI;
FERRO, 2005).

Dentre os farmacos oriundos de plantas utilizados no tratamento de alguns
canceres estdo os alcaloides da vinca, vincristina e vimblastina (figura 1), que foram
isolados das folhas da espécie vegetal Catharanthus roseus e o taxol (figura 2) que foi
isolado da casca da espécie Taxus brevifolia Nutt.. Esses compostos interferem na
dindmica de polimerizacdo dos microtibulos, contudo por mecanismos distintos. A

vimblastina e a vincristina impedem a polimerizacdo dos dimeros de tubulina, enquanto
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0 taxol se liga aos microttbulos, estabilizando-os e inibindo a despolimerizagcdo. Em
ambos 0s casos, 0 processo de divisdo celular € interrompido e esse fato é critico na
determinacdo do processo de morte celular. Apesar da grande utilizacdo desses
compostos no tratamento contra o cancer, se faz necessario a identificacdo de moléculas
que apresentem menor toxicidade e maior seletividade contra células tumorais
(BRANDAO et al., 2010).

vimblastina s vincristina ¢

Figura 1- Substéncias isoladas da espécie Catharanthus roseus.

Fonte: BRANDAO et al (2010, p. 1361)

He G4

taxol

Figura 2- Substancia isolada da espécie Taxus brevifolia Nutt.

Fonte: BRANDAO et al (2010, p. 1361)

Na tentativa de buscar novos farmacos utilizando os alcaloides da vinca como
inspiracdo foram desenvolvidos compostos semissintéticos como vinorelbina e a
vindesina. Os quais possuem largo espectro de atividades antitumorais, sendo
principalmente ativos no cancer de mama, melanoma e adenocarcinoma pulmonar.
Quando comparados com a vincristina e a vimblastina sdo menos neurotoxicos e
interrompem a mitose de forma dose- dependente sendo reversivel com a retirada dos
mesmos (CARVALHO, 2006).

Recentemente, o nimero de moléculas alvo para o tratamento de neoplasias tem
crescido e outra classe de substancia isolada de plantas com atividade antimitdtica foi

descoberta, a colchicina. Por sua vez a colchicina € isolada da espécie vegetal Colchicum
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autumale L. e é usada clinicamente no tratamento de gota, mas até 0 momento nao pode
ser usada como terapia anticancerigena devida sua alta toxicidade. Alguns pesquisadores
tém desenvolvidos derivados semissintéticos da colchicina visando diminuir esses efeitos
toxicos, como por exemplo, a emodina que induz apoptose em diversos tipos de células
cancerigenas humanas (pulméo, figado, ovério e sangue) (BRANDAO et al., 2010).

Ainda ndo foram descobertas terapias curativas para o tratamento de canceres
diagnosticados em fase avancada e a busca por novas moléculas mais potentes e menos
toxicas tem sido um interesse constante da comunidade cientifica (VIEIRA, 2005).

Sabendo que menos de 10% das espécies vegetais tiveram algum tipo de estudo
fitoquimico ou de atividades bioldgicas, o estudo fitoquimico de espécies vegetais pode
contribuir para a identificacdo de novos compostos com atividade antitumoral (BRAZ-
FILHO, 2010).

2.4  Casearia sylvestris

A C. sylvestris (Figura 2), pertence a familia Flacourtinaceae, a qual é
constituida por 89 géneros e 1300 espécies encontradas em diversas regides temperadas
e tropicais do mundo. Somente o género Casearia, possui mais de 1000 espécies
conhecidas, destas, 70 espécies podem ser encontradas em territério brasileiro (ABSY,
SCAVONE, 1973).

A C. sylvestris SW trata-se de uma arvore que apresenta em torno de 4-6 metros
de altura, com tronco de 20-30 centimetros de didmetro. Suas folhas s&o um tanto
assimétricas, brilhantes em cima. Suas flores sdo pequenas e numerosas, de coloracdo
esverdeada. Os frutos sdo capsulas septicidas, com sementes envolvidas por arilo
vermelho. Esta arvore floresce nos meses de junho a agosto e seus frutos amadurecem a
partir de setembro, prolongando-se até meados de novembro (ABSY, SCAVONE,
1973).
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Frutos

Figura 3- Casearia sylvestris, encontrada no cerrado brasileiro, assim como suas flores e
frutos.

Fonte: TATAGIBA (2012, p.2)

Conhecida popularmente no Brasil como “guacatonga”, um termo nativo
originado da lingua tupi-guarani, indicativo do uso antigo dessas espécies pelas
comunidades indigenas brasileiras (ESTEVES et al., 2005).

2.4.1 Propriedades Farmacoldgicas da Casearia sylvestris

A C. sylvestris apresenta propriedades farmacoldgicas tais como: atividade
anti-inflamatoria, antimicrobiana, antiplasmodial, antiofidica e antireumatica
(ALBANO et al., 2013).

A utilizacdo de C. sylvestris como antiofidico tem como base uma explicacdo
popular, a observacdo de que “os lagartos picados por cobras curam-se comendo as
folhas desta planta” (CORREA, 1975).

O extrato etandlico das folhas da C. sylvestris tem propriedade antitlcera.
Segundo os estudos, reduz em até 42% o volume estomacal e ndo reage com o acido
cloridrico minimizando os impactos de pH (BASILE et al., 1990).



24

No modelo anti-inflamatdrio de carragena induzida, o 6leo essencial extraido
das folhas da C. sylvestris inibiu a formacdo de edema de pata. A substancia atuou
blogueando a cascata de mediadores do acido araquidoénico e inibiu a ciclooxigenase
(COX). Diferentemente, dos outros o6leos essenciais, esse ndo interferiu na
permeabilidade vascular (FERREIRA et al., 2011).

2.4.2 Atividade Antitumoral da Casearia sylvestris

No portal do Ministério da Saude esta disponivel a relacdo nacional das 71
plantas medicinais de interesse do SUS, divulgada em fevereiro de 2009. Nesta relagédo
estdo plantas medicinais nacionais que apresentam potencial para gerar produtos e entre
elas encontra-se a C. sylvestris. Esta lista tem como finalidade a orientagdo de estudos
dessas plantas para geracdo de produtos a serem utilizados pela populacdo (BRASIL,
2009b).

As folhas de C. sylvestris sdo utilizadas tradicionalmente como um agente anti-
séptico, cicatrizante e como anestésico tdpico, e sdo estudadas extensamente pela suas
propriedades antitlcera e antitumoral. Os extratos aquosos das folhas tem a capacidade
de neutralizacdo de venenos de serpentes e de abelhas, além de atividade antiplasmodial
no tratamento de malaria (YAMASHITA et al., 2005).

Devido a grande utilizacdo de C. sylvestris, estudos foram realizados com o
objetivo de caracterizar quimicamente os principios ativos responsaveis pelas varias
acOes terapéuticas atribuidas a esta planta. Entre estes estudos estdo incluidos a analise
da presenca de casearinas, as quais apresentam promissora atividade antitumoral
(MESQUITA et al., 2007).

O género Casearia tem se caracterizado pela ocorréncia de substancias de
interesse  como cumarinas, flavondides e diversos diterpenos, especialmente
clerodanicos. Os diterpenos clerodanicos mais comumente encontrados nas folhas de C.
sylvestris, tratam-se das casearinas (Figura 4). Ja foram isoladas e identificadas 20 tipos
diferentes dessas moléculas na planta, as quais foram denominadas de acordo com as
letras do alfabeto de A X, conforme apresentado na Tabela 1 (MORITA et al., 1991).



Figura 4- Estrutura padrdo das casearinas isoladas da C. sylvestris
Fonte: FERREIRA et al (2011, p.1378)

Tabela 1 - Casearinas isoladas da C. sylvestris.

(continua)

Casearinas R, R, Rs R4 Rs
A OCH3 () CH3CO2  CH3CO2 OH(a)  n-C3H7CO2
B OCH3 (o) CH3CO2 CH3CO2  CH3CO2(a) n-C3H7CO2
C OH () CH3CO2 CH3CO2  CH3CO2 (a) n-C9H19CO2
D OH (a) n-C3H7CO2  CH3CO2 OH (@) n-C3H7CO2
E OH (a) OCH2CH3  CH3CO02 OH (o) n-C9H19CO2
F OH (o) OCH2CH3  CH3CO02 OH (@) n-C3H7CO2
G OCH3 (a) CH3CO2  CH3CO? H n-C3H7CO2
H OH (a) CH3CO02 CH3CO2 H n-C3H7CO2
I OH (o) CH3CO2  n-C3H7CO2 H n-C3H7C0O2
J OCH3 (a) n-C3H7CO2  CH3CO2 OH (o) n-C3H7CO2
K CH3CO02 () CH3CO02 CH3CO02 OH (a) n-C3H7C0O2

L OCH3 (@) n-C3H7CO2  CH3CO2  CH3CO2 (a) OH

M OH () n-C3H7C0O2 n-C3H7CO2 CH3CO2 (a) OH
N OCH3 (a) CH3CO2  n-C3H7CO2 CH3CO2(a) n-C3H7CO2
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Tabela 1 - Casearinas isoladas da C. sylvestris.
(concluséo)

Casearinas R, | R, R, R4 | Rs
0 OCH3 (o) n-C3H7CO2  CH3CO2  CH3CO2(a) n-C3H7CO2
P OCH3 () CH3CO2 CH3CO2  CH3CO2 () CH3CO2
Q OH (a) CH3CO2  CH3CO2  CH3CO2(¢) n-C3H7CO2
R =0 CH3CO2  CH3CO2 OH () n-C3H7CO2
S OCHS3 (a) =0 CH3CO02 H n-C3H7CO2
T OCH3 (o) CH3CO02 CH3CO2  CH3CO2 (B) n-C3H7CO2
U OCH3 () OCH3 CH3CO02 OH (a) n-C3H7CO2
\Y; OH (o) OCH3 CH3CO02 OH (a) n-C3H7CO2
X n-C3H7CO2(z) n-C3H7CO2  CH3CO2 OH (a) H

Fonte: FERREIRA et al (2011, p.1378)

Estudos tém evidenciado a atividade citotoxica das casearinas sobre diversas
linhagens celulares (incluindo células tumorais), sugerindo dessa forma, uma possivel
atividade antitumoral dessas moléculas isoladas da planta (BOLZANI et al. 1999;
ITOKAWA et al., 1990; MORITA et.al., 1991).

O grande interesse na C. sylvestris por parte da comunidade cientifica e,
sobretudo da industria farmacéutica, surgiu apos o isolamento e identificacdo destes
diterpenos clerodanicos. Itokawa e colaboradores (1988) relataram a possivel acdo destes
diterpenos no tratamento do cancer.

Tem sido descrito que C. sylvestris apresenta proeminente atividade citotoxica
contra células derivadas de canceres humanos (ROJAS-SEPULVEDA et al., 2012;
SARTORELLI et al., 2013); contudo existem poucos relatos sobre 0os mecanismos

moleculares envolvidos com tal atividade.



3 JUSTIFICATIVA

O céancer € uma doenca cada vez mais comum em todo mundo, no Brasil
segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) cerca de 596 mil novos casos serdo
diagnosticados entre 2016 e 21017. Sendo que a maioria dessas neoplasias ndo possui
tratamento eficaz quando diagnosticadas em fase avancada, entdo se faz necessario a
busca por novas moléculas mais potentes contra células tumorais e menos toxicas ao
organismo.

Os vegetais sdo considerados fontes importantes de moléculas bioativas, devido
a grande diversidade estrutural. Contudo a flora brasileira tem muitas espécies vegetais
para serem estudadas e que podem apresentar grande potencial terapéutico, os quais
devem ser explorados.

Alguns trabalhos j& evidenciaram que a Casearia sylvestris tem grande potencial
antitumoral, porém nenhum deles apresentou os mecanismos de acdo das moléculas

isoladas, as casearinas, e nas linhagens que serao testadas nesse trabalho.
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OBJETIVO

O objetivo do trabalho foi dividido em objetivo geral e objetivos especificos.

4.2 Objetivo Geral

Identificar espécies vegetais da Mata Atlantica Mineira com potencial antitumoral.

4.3 Obijetivos especificos

a)

b)

Obter extratos brutos etanolicos das folhas de espécies vegetais coletadas na regido
do sul de Minas Gerais;

Avaliar as atividades antiproliferativas dos extratos obtidos e selecionar o mais
promissor;

Fracionar o extrato bruto etanolico que apresentar melhor atividade antitumoral,
Avaliar 0 potencial antitumoral do extrato bruto etandlico e suas
fracOes: hidroalcoolica, acetato de etila e hexanica;

Isolamento e caracterizagdo de substancias com potencial antitumoral.
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5 METODOLOGIA

A metodologia do trabalho envolve as partes quimicas e bioldgicas desenvolvidas

sinergicamente.

5.1 Coleta do material vegetal

Foram selecionadas e coletadas nove espécies diferentes da Mata Atlantica
Remanescente na regido Sul de Minas Gerais nas proximidades do municipio de Alfenas.
O material coletado foi depositado no herbéario e identificado por um profissional

capacitado.

5.2  Preparo do Extrato Bruto Etandlico

Para o preparo do extrato bruto foram necessarias trés etapas: secagem, moagem
e maceragdo/remaceracdo. A secagem foi feita por 72 horas em estufaa 6 s folhas
secas foram moidas e trituradas por um moinho de facas. Depois todo o material vegetal
ficou submerso em etanol P.A por sete dias (maceracao), sendo que a cada dia o solvente
era trocado (remaceracgdo) para garantir uma melhor extracao das substancias. Por altimo
todo o solvente foi rotaevaporado e obtiveram-se dez extratos brutos de acordo com a
Tabela 2.

Tabela 2 - Extratos brutos obtidos das espécies vegetais coletadas.

Extrato Bruto Familia Espécie

1 Annonaceae Duguetia lanceolata

2 Meliaceae Trichilia emarginata

3 Melastomaceae Miconia willdenoii

4 Sapindacea Allophylus racemosus (folhas)
5 Sapindacea Allophylus racemosus (galhos)
6 Rutaceae Metrodorea stipularis

7 Monimiaceae Mollinedia widgrenii

8 Flacourtiaceae Casearia Arborea

9 Fabaceae Acacia polyphylla

10 Salicaceae Casearia sylvestris

Fonte: O AUTOR (2016)
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5.3 Teste de viabilidade celular dos extratos brutos

Os estudos relacionados a atividade antitumoral dos extratos brutos etanolicos foram
realizados no Laboratério de Biologia Animal Integrativa (LABAInt) da Universidade
Federal de Alfenas (UNIFAL) sob orientacdo da Profa. Dra. Marisa lonta.

Os testes foram realizados em linhagens celulares derivadas de tumores humanos
de acordo com a Tabela 3. As linhagens A549 e HepG2 foram adquiridas do banco de
células do Rio de Janeiro. As linhagens MCF-7 e HT144 foram gentilmente cedidas
pela Profa. Dra. Glaucia Maria Machado Santelli (Instituto de Ciéncias Biomédicas,
USP/SP); enquanto a linhagem U251MG foi gentilmente cedida pela Profa. Dra.
Jaqueline Carvalho de Oliveira (Instituto de Ciéncias da Natureza/UNIFAL-MG). As
culturas foram mantidas em DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma,
EUA) suplementado com 1 % de soro fetal bovino (Vitrocell, Campinas, Brasil) com

temperatura (37°C) eatmosferacontrolada (95% de ar e 5 % de COy).

Tabela 3 - Linhagens celulares tumorais humanas utilizadas nos ensaios in vitro.

Sigla Nome
A549 adenocarcinoma pulmonar
MCF7 adenocarcinoma mamario
HepG2 hepatocarcinoma
U251 MG glioblastoma
HT144 melanoma

Fonte: O AUTOR (2016)

As células foram semeadas em placas de 96 pocos (indculo de 1x10* células/pogo).
Apbs aderéncia (24h), as células foram tratadas por 48h com os dez extratos brutos
diferentes. Os extratos brutos foram solubilizados em DMSO para a obtencdo da solucéo-
estoque (20 mg.mL™).

Inicialmente, os dez extratos brutos etandlicos a uma concentracéo de 40 pg.mL™
para a observacdo do perfil de atividade dos mesmos (screening). Depois foi realizada
curva dose-resposta do extrato mais ativo. Diferentes concentragdes (5 — 40 pg.mL'1)
foram testadas sobre as linhagens A549, HT144, HepG2 e U251 MG. A
concentracdo final de DMSO ndo ultrapassou 5 % (v/4) e ndo alterou a viabilidade celular
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que foi determinada por MTS. Os experimentos foram conduzidos em triplicadas e os
valores de ICso (Inhibitory concentration) foram calculados por curvas de regresséo
utilizando o programa GraphPad Prism® (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico (MTS) utilizando o Kit
CellTiter 96TM da Promega®. Este ensaio € baseado na conversdo do sal tetrazolio
(amarelo) em formazano (purpura) via enzimas desidrogenases presentes nas mitocondrias
de células metabolicamente ativas (Figuras 5 e 6). O formazano produzido apresenta um
padrdo de coloracdo que é detectado em leitor de placa de ELISA a 490 nm. A taxa de
absorbancia € diretamente proporcional ao numero de células vidveis. Os valores de
absorbancia obtidos nas amostras tratadas foram comparados com os valores de
absorbancia das amostras que ndo expostas ao composto estudado. Os experimentos foram
conduzidos em triplicatas e os valores de ICso (Inhibitory concentration) foram calculados
usando GraphPad Prism® (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).

0
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Figura 5- Conversdo enzimatica do sal tetrazélio (MTS) em formazano.

Fonte: O AUTOR (2016)
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Figura 6- Imagem do Ensaio Colorimétrico MTS.

Fonte: O AUTOR (2016)

5.4 Particionamento do Extrato Bruto Etandlico

Dentre os dez extratos brutos estudados, 0 que apresentou atividade antitumoral
satisfatoria foi submetido ao particionamento (Figura 7 e 8) por meio da extracao liquido-
liquido com o objetivo de separar substancias com polaridades semelhantes. Inicialmente o
extrato bruto etandlico foi solubilizado em 150 mL de etanol P.A e 300 mL de &gua
destilada formando assim a fracdo hidroalcéolica. Ao final do procedimento todas as

fracGes foram rotaevaporadas e armazenadas de forma adequada para evitar sua degradacéo.



MATERIAL
VEGETAL

EXTRACAO COM
ETOH (Maceragao)

EXTRATO
ETANOLICO

SUSPENSAO EM
H;O E ETOM (2:1) E
PARTICAO COM
SOLVENTES

HEXANO (3X)

FRACAO
HEXANICA

ACETATO DE
ETILA (3X)

FRACAO
ACETATO

FRACAO MIDRO-
ALCOOLICA

APLICACAO AOS TESTES
REALIZADOS COM AS
FRACOES

Figura 7- Fluxograma representativo do particionamento
do extrato bruto etandlico.

Fonte: O AUTOR (2016)

Figura 8- Imagem do particionamento

Fonte: O AUTOR (2016)
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5.5  Teste de viabilidade Celular das Fracdes obtidas

Os diferentes tipos de células (A549, HT144, HepG2 e U251 MG) foram
semeadas em placas de 96 pocos (inéculo de 1x10” células/pogo). Apés aderéncia (24h),
as células foram tratadas por 48h em diferentes concentracdes (5 — 40 pg.mL’1) das
fragdes hidroalcdolica, acetato de etila e hexanica.

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico (MTS) utilizando o Kit
CellTiter 96TM da Promega®. A concentracao final de DMSO ndo ultrapassou, 5 % (v4v)
e ndo alterou a viabilidade celular que foi determinada por MTS. Os experimentos foram
conduzidos em triplicadas e os valores de ICso (Inhibitory concentration) foram calculados
por curvas de regressao utilizando o programa GraphPad Prism® (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA, USA).

5.6 Cromatografia em Coluna

Com o objetivo de isolar grupos menores de substancias com polaridades proximas
foi feita uma cromatografia em coluna da fracdo que apresentou o resultado mais
responsivo na viabilidade celular. Dessa maneira utilizou-se uma coluna de vidro de 35 cm
de comprimento e 40 mm de diametro interno, que foi empacotada com 14 cm de silica
flash (40-60 pm). Regulou-se o fluxo do solvente em 5cm/min e foram coletados frascos
com 30 mL cada. A massa da fracdo utilizada para fazer a pastilha foi de 3,0 g. O gradiente
de solvente escolhido foi: 6:4 (hexano:acetato de etila), 3:7 (hexano:acetato de etila), 100 %

acetato de etila e por Gltimo 100% de etanol.
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Figura 9 - Imagem da Cromatografia em Coluna

Fonte: O AUTOR (2016)

5.7  Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O extrato bruto etandlico da Casearia sylvestris foi injetado no CLAE-DAD, na
coluna analitica C18. O volume de injecéo foi de 20 pL e o fluxo regulado para ImL/min.
O método escolhido foi gradiente de 70 a 100% de acetonitrila (ACN) por 10 minutos e
isocratico 100% ACN até 30 minutos.

A fracdo acetato de etila tambeém foi injetada no CLAE-DAD com 0 mesmo método
escolhido, para analisar o perfil cromatogréfico.

Na sequencia, a sub-fracdo com maior massa foi injetada no CLAE-DAD com o
mesmo método analitico desenvolvido, para depois ser injetada na coluna C18 preparativa
com o objetivo de isolar uma substancia pura.

A substancia isolada foi injetada ao CLAE-MS, na coluna semi-micro C18 com o
objetivo de identificar a possivel estrutura. O volume de injecdo foi de 5 pL e o fluxo
regulado para 0,3 mL/min. O método escolhido foi gradiente de 5 a 100% de ACN por 28

min.
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5.8  Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (*°C e 'H) a 300 MHz da
substancia isolada da fragdo acetato de etila foram obtidos em espectrometro Bruker. O

solvente utilizado foi piridina deuterada.

5.9 Infravermelho (1V)

A substancia isolada foi submetida ao Infravermelho para avaliacdo dos grupos

funcionais presentes na molécula.

5.10 Ensaio de capacidade clonogénica

Células das linhagens A549 e HepG2 foram semeadas (indculo de 500 células/placa)
em placas de Petri com 35mm de didmetro, de forma que 24h apds o plagueamento as
culturas exibam células aderidas, porém isoladas. Apos tratadas por 24 horas com a
substancia isolada nas concentracdes de 5 e 10 ug.mL™, as células foram mantidas em meio
fresco por mais 15 dias em estufa a 37°C, contendo 5% de CO,. Apds o periodo de
incubacdo as células foram
lavadas com PBSA, fixadas por 30 minutos com Metanol P.A (Sigma Aldrich LTDA,
Brasil), deixadas até completa secagem e coradas com Cristal Violeta 1% por 5 minutos,
sendo lavadas em seguida com agua destilada. A contagem do numero de col6nias foi

realizada com auxilio de lupa.

5.11 Quantificacdo de DNA por citometria de fluxo

As células foram coletadas por digestdo enzimatica e transferidas para tubos Falcon.
O precipitado de células foi obtido por centrifugacdo (5 minutos a 1000 rpm) e na sequéncia
as células foram fixadas com etanol gelado (70% em PBSA-Tampao fosfato-salino) por 30

minutos. Apos nova centrifugagédo, as células serdo coradas por 1 hora em uma solucgéo
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contendo PBSA, RNAse (10 mg/mL) e lodeto de Propidio (30 mg/mL). As amostras seréo
analisadas no citometro de fluxo (Guava Mini EasyCyte, GE).

5.12 Ensaio de Western blotting

Western  blotting (WB) também conhecido como protein blotting ou
immunoblotting, é um poderoso e importante método em biologia molecular utilizado para
imunodeteccdo de proteinas apds a separacdo destas por eletroforese em gel e transferéncia
para membrana adsorvente (KURIEN & SCOFIELD, 2006).

As células foram homogeneizadas em tampao de RIPA (NaCl 150 mM, 1,0% de
Nonidet P-40, 0,5% de desoxicolato, 0,1% de SDS e 50 mM de Tris pH 8,0) contendo
ambos os inibidores de fosfatase (Sigma) e protease. Os lisados foram centrifugados (10000
x g) durante 10 min a 4 ° C. Os sobrenadantes foram recuperados, as proteinas totais foram
quantificados (kit BCA, Pierce Biotechnology Inc., Rockford, IL, EUA) e ressuspensas em
tampdo de amostra de Laemmli contendo 62,5 mM de Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 10%
glicerol, 5% 2- mercaptoetanol e 0,001% de azul de bromofenol. Uma aliquota de 50 ug de
proteina foi separada por SDS-PAGE (12%) e transferida (100 V, 250 mA durante 2 horas)
sobre uma membrana de PVDF (Amersham Bioscience). O bloqueio de sitios inespecificos
foi feito com solucdo contendo de leite desnatado (5%) em TBS (Tris-buffered saline) e
Tween-20. Os anticorpos primarios utilizados foram: ERK fosforilada (Tyr204) (Santa
Cruz-- 01:50), ERK 1 (Santa Cruz-- 1: 1000), ciclina D1 (Sigma - 1: 2 ) e a-tubulina (
sigma-1: 1000), os quais ficaram em contato com a membrana por 12 horas a 4 ° C. Apds a
lavagem com TBS-Tween, a membrana foi incubada com o anticorpo secundério (anti 1gG
de coelho conjugado a peroxidase) durante 2 h a temperatura ambiente. Bandas
imunorreactivas foram visualizadas com o kit de detec¢do por quimioluminescéncia (ECL,
Amersham Pharmacia). Os resultados foram obtidos a partir de trés experimentos
independentes. A quantificagdo das bandas imunorreativas foi realizada utilizando um

programa publico (Image J).
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5.13 Analise Estatistica

Os dados quantitativos foram apresentados como a média + do desvio padrdo. Os
experimentos foram conduzidos em triplicatas e reproduzidos por mais 2 vezes (triplicatas
bioldgicas). Diferencas significativas foram determinadas de acordo com 0 ANOVA e pos-

teste de Tukey usando o GraphPad Prism® (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,
USA).



6 RESULTADOS E DISCUSSOES

Como resultado do trabalho foi isolada a casearina D do extrato bruto etanélico da

Casearia sylvestris por meio de testes antitumorais bioguiados.

6.1  Coleta do Material Vegetal

Segue abaixo a Tabela 4 com os dados das exsicatas depositadas no herbario da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG).

Tabela 4 - Exsicatas depositadas no herbario da UNIFAL-MG.

(continua)

Familia Espécie NuUmero da exsicata
N° 1864 - Coletada em
Alfenas - Fazenda Sr.
Emanuel
N° 1915
Fabaceae Acacia polyphylla

Sapindaceae

Salicaceae

Salicaceae

Annonaceae

Rutaceae

Allophylus racemosus

Casearia arborea

Casearia sylvestris

Duguetia lanceolata

Metrodorea stipularis

N° 2001 - Coletada em

Pouso Alegre

N° 2149 - Coletada em

Alfenas no Jequitiba

N° 2478 - Coletada

Pousada do Porto

N° 2628 - Coletada no

Frgamento M

N 1775

N° 2324

N° 2596

N° 1938



Tabela 4 - Exsicatas depositadas no herbario da UNIFAL-MG.
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(conclusdo)

Familia Espécie NUmero da exsicata
Melastomataceae Miconia willdenowii N° 2299
Monimiaceae Mollinedia widgrenii N° 2128
Meliaceae Trichilia emarginata N° 1127

Fonte: O AUTOR (2016)

6.2  Obtencédo dos extratos brutos etandlicos

A partir das partes aéreas (galhos e folhas) coletadas das espécies vegetais

selecionadas da regido sul de Minas Gerais foram obtidos dez extratos brutos etandlicos

conforme a metodologia citada na secdo 5.2 . Esses extratos estdo relacionados na Tabela 5.

Tabela 5 - Extratos brutos etanolicos obtidos.

Extrato Bruto Espécie Partes Aéreas | Massa (Q)
1 Duguetia lanceolata folhas 39,1
2 Trichilia emarginata folhas 30,9
3 Miconia willdenoii folhas 41,4
4 Allophylus racemosus folhas 14,2
5 Allophylus racemosus galhos 4,0
6 Metrodorea stipularis folhas 207,3
7 Mollinedia widgrenii folhas 9,4
8 Casearia Arborea folhas 7,2
9 Acacia polyphylla folhas 11,6

10 Casearia sylvestris folhas 11,1

Fonte: O AUTOR (2016)

6.3 Teste de Viabilidade Celular dos extratos brutos obtidos

Os dez extratos foram testados em cinco linhagens celulares derivadas de tumores
humanos (A549, MCF7, HT144, Hep G2 e U251MG). De acordo com os resultados


http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Melastomataceae/
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apresentados nas figuras 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16, o extrato 10 apresentou uma grande
atividade citotoxica em relacdo aos demais extratos. Assim sendo, o0 extrato bruto etanolico

de C. sylvestris foi selecionado para dar continuidade aos estudos.

A549
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Figura 10 - Viabilidade celular (%) determinada por meio do ensaio MTS em
culturas de células (A549) tratadas com extrato bruto etandlico das
folhas de C. sylvestris a 40 ug.mL™.

Fonte: O AUTOR (2016)
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Figura 11 - Viabilidade celular (%) determinada por meio do ensaio MTS em
culturas de células (MCF7) tratadas com extrato bruto etandlico das
folhas de C. sylvestris a 40 ug.mL™.

Fonte: O AUTOR (2016)
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Figura 12 - Viabilidade celular (%) determinada por meio do ensaio MTS em
culturas de células (HT144) tratadas com extrato bruto etanolico das
folhas de C. sylvestris a 40 ug.mL™.

Fonte: O AUTOR (2016)
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Figura 13 - Viabilidade celular (%) determinada por meio do ensaio MTS em culturas
de células (HepG2) tratadas com extrato bruto etantlico das folhas de C.
sylvestris a 40 pug.mL™.

Fonte: O AUTOR (2016)

U-251 MG
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Figura 14 - Viabilidade celular (%) determinada por meio do ensaio MTS em culturas
de células (U251 MG) tratadas com extrato bruto etanélico das folhas de C.
sylvestris a 40 pug.mL™.

Fonte: O AUTOR (2016)
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Figura 15 - Viabilidade celular determinada a partir do ensaio de MTS em
diferentes linhagens celulares derivadas de tumores humanos.
HepG2 (carcinoma hepatocelular), A549 (carcinoma de pulméao),
MCF7 (carcinoma de mama), U251-MG (glioblastoma) e HT144
(melanoma). Extrato 10 corresponde ao extrato bruto etanélico das
folhas de Casearia sylvestris.

Fonte: O AUTOR (2016)

Analisando a atividade do extrato 10 frente as cinco linhagens, pode-se
observar que nas seguintes linhagens: A549, HepG2, HT144 e U251MG foram
as mais responsivas ao tratamento. Dessa forma, curvas dose-respostas foram
feitas para a determinacdo do 1Cso (concentracdo que inibe 50% do crescimento)

de acordo com a figura 16.

Extrato 10
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Figura 16 - Viabilidade celular (%) determinada por meio do ensaio MTS em
culturas de células de diferentes linhagens tratadas com extrato
bruto etandlico das folhas de C. sylvestris em diferentes
concentragdes por 48 horas.

Fonte: O AUTOR (2016)
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Os resultados mostraram que as linhagens HT144, HepG2 e U251MG apresentam
consideravel reducdo na viabilidade celular. De acordo com a tabela 6 a linhagem celular
que apresentou menor ICso foi a Hep G2, sequido da HT144, U-251 MG e A549.

Tabela 6 - Valores de 1Cso das amostras tratadas com Extrato de C. sylvestris (ug/mL).

[ U25IMG | HT144 | A549 [ HepG2
C.Sylvestris 17,78 +0,76 10,96 + 1,04 25,63 + 0,90 9,94 + 0,35
Cisplatina 9,54 + 0,84 9,63 + 0,66 6,52 + 0,57 7,50 0,52

Cisplatina foi utilizada como controle positivo

Fonte: O AUTOR (2016)

Sendo assim, foram escolhidas as linhagens HepG2 e A549 para dar sequéncia nos

estudos.

6.4  Particionamento do extrato bruto de Casearia sylvestris

De acordo com os testes de citotoxicidade. O extrato bruto etanolico de C. sylvestris
(extrato 10), apresentou maior atividade frente as cinco linhagens tumorais e, portanto, foi
selecionado para o particionamento por extracdo liquido- liquido descrita na secdo 5.4.
Dessa forma, foi possivel agrupar substancias com polaridades semelhantes (de baixa a alta
polaridade) e facilitar o isolamento de substancias bioativas. As fracGes foram submetidas a
novos testes com o objetivo de identificar a fracdo mais enriquecida com substancias ativas
frente as células tumorais A549, Hep G2, HT144 e U251 MG. Segue os dados das fracdes
obtidas na Tabela 7.

Tabela 7 - Massa das fragdes obtidas do extrato bruto da C. sylvestris.

Fracoes | Massa (Q)
Hidroalcoolica 1,7

Acetato 3,0

Hexanica 6,4

Fonte: O AUTOR (2016)

6.5  Teste de Viabilidade Celular das Fragdes obtidas
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O extrato bruto etandlico de C. sylvestris foi particionado como descrito na secéo
5.1.3 e obteve-se trés fracdes (hidroalcdolica, acetato de etila e hexanica), essas fracdes
foram testadas com o objetivo de se investigar qual grupo que apresentava possiveis
substancias com atividade antitumoral que poderiam ser isoladas posteriormente. Entdo
foram submetidas a um teste de viabilidade celular nas mesmas concentracdes testadas com
0 extrato bruto etandlico (5 a 40ug/mL) para que pudesse ser tracada a curva dose-resposta,
onde se observa gque quanto maior a concentracdo das fracdes, maior serd a inibicao frente
as células tumorais. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico MTS como
descrito na sec¢éo 5.2.4 e 0 ICso calculado pelo software GraphPad Prism®. Os resultados

obtidos estdo representados nas figuras 17, 18, 19 e 20.
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Figura 17 - Viabilidade celular (%) determinada por meio do ensaio MTS em culturas de
células (HepG2) tratadas com as fragdes obtidas do extrato bruto etandlico das
folhas de C. sylvestris em diferentes concentragdes por 48 horas.

Fonte: O AUTOR (2016)
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Figura 18 - Viabilidade celular (%) determinada por meio do ensaio MTS em culturas de células
(HT144) tratadas com as fragdes obtidas do extrato bruto etandlico das folhas de C.
sylvestris em diferentes concentragdes por 48 horas.

Fonte: O AUTOR (2016)

U251-MG
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Figura 19 - Viabilidade celular (%) determinada por meio do ensaio MTS em culturas de células
(U251MG) tratadas com as fragdes obtidas do extrato bruto etandlico das folhas de C.
sylvestris em diferentes concentra¢6es por 48 horas.

Fonte: O AUTOR (2016)
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A549
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Figura 20 - Viabilidade celular (%) determinada por meio do ensaio MTS em culturas de células
(A549) tratadas com as fracdes obtidas do extrato bruto etandlico das folhas de C.
sylvestris em diferentes concentrag@es por 48 horas.

Fonte: O AUTOR (2016)

Analisando a Tabela 8, que traz os valores ICy, para cada fragdo testada, pode-se
observar que a fracdo mais responsiva foi a acetato de etila (média polaridade), a qual sera
selecionada para o isolamento de moléculas bioativas por meio do método de Coluna
Cromatogréfica e, posteriormente Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Os
ensaios biomonitorados facilitam e auxiliam no isolamento dessas moléculas, mas néo

podemos dispensar as técnicas espectrométricas e espectroscopicas.

Tabela 8 - Valores de ICso (ug.mL™) determinados a partir dos resultados obtidos por MTS.

Fragdo | U251-MG | HepG2 | HT 144 A549
Hidroalcoolica > 40,00 > 40,00 > 40,00 > 40,00
Acetato 14,47+1,36  697+0,48  335:1,05  10,11%0,57

Hexanica 17,56+1,68 11,48+0,63 5,92+0,97 14,37+0,47
Fonte: O AUTOR (2016)

6.6 Coluna Cromatogréfica da Fracdo Acetato de Etila

A fragdo acetato de etila do extrato bruto de C. sylvestris apresentou resultado

satisfatorio nos ensaios antitumorais. Sendo assim, passou por um processo de separagao em
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coluna cromatografica do tipo Flash descrito na secdo 5.6 a fim de isolar substancias de
interesse ou grupos menores de substancias que posteriormente poderiam ser isoladas,
identificadas e testadas novamente. Foram obtidas 23 fracfes (E1-E23) a partir da analise por
cromatografia em camada delgada (CCD) e revelacdo em luz UV de 254 e 365 nm, as quais

estdo relacionadas na Tabela 9.

Tabela 9 - Massa das subfragdes obtidas da coluna (F. acetato).

Subfracdes Massa (mg)
El 205,1
E2 122,3
E3 115,9
E4 65,8
ES 71,3
E6 54,9
E7 27,1
E8 24,0
E9 150,8

E10 35,7
E1ll 65,8
E12 34,2
E13 23,5
E14 114,2
E15 239,0
E16 58,9
E17 12,9
E18 32,1
E19 45,6
E20 19,5
E21 12,4
E22 11,8
E23 12,4

Fonte: O AUTOR (2016)



6.7  Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O extrato bruto etandlico da Casearia sylvestris foi injetado no CLAE-DAD no
método analitico, conforme descrito na se¢do 5.7 para analisar o perfil cromatogréfico.
A figura 21 representa o perfil cromatografico do extrato bruto de C. sylvestris, onde
pode-se observar que os picos dos cromatogramas (Figuras 22) estdo concentrados
entre 15 e 25 minutos, o que leva a concluir que a maior parte das substancias

presentes no extrato bruto tem de média polaridade.

Figura 21 - Perfil Cromatogréafico do Extrato Bruto de Casearia sylvestris.
Fonte: O AUTOR (2016)
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Figura 22 - Perfil Cromatografico do Extrato Bruto de Casearia sylvestris.
Fonte: O AUTOR (2016)
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A fragdo acetato de etila também foi injetada no CLAE no método analitico,
conforme descrito na se¢do 5.7 para avaliar o perfil cromatogréfico, e possivel

isolamento de biomoléculas ativas. A figura 23 representa o cromatograma obtido.

A

e e e 6 1 o
i !

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0

Figura 23 - Perfil Cromatografico da fracdo Acetato de Etila obtida do Extrato Bruto de
Casearia sylvestris.
Fonte: O AUTOR (2016)
De acordo com a literatura (ITOKAWA, 1990) as casearinas apresentam
absorcao na faixa de 232-235 nm devido ao grupo cromoforo (dienos) nos carbonos
C12/C14. Dessa maneira foi selecionado o comprimento de onda de 200 nm para uma

avaliagdo mais eficaz.

25 5.0 75 10.0 12.5

Figura 24 - Perfil Cromatografico da fracdo Acetato de Etila obtida do Extrato Bruto de
Casearia sylvestris em 200 nm.
Fonte: O AUTOR (2016)
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Figura 25 - Perfil Cromatografico da fragdo Acetato de Etila obtida do Extrato Bruto de Casearia
sylvestris.

Fonte: O AUTOR (2016)

A fracdo acetato de etila foi injetada novamente no CLAE, mas no método

preparativo, de modo que fossem isolados os trés maiores picos.
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Figura 26 - Curva de absorcdo do primeiro pico.

Fonte: O AUTOR (2016)
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Figura 27 - Curva de absorcéo do segundo pico.

Fonte: O AUTOR (2016)
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Figura 28 - Curva de absorcédo do terceiro pico.

Fonte: O AUTOR (2016)

Foi selecionado, para isolamento, o segundo pico com absor¢do maxima em 233 nm,

pois de acordo com Itokawa as casearinas apresentam absorcéo na faixa de 232-235 nm.

Apos o isolamento, a substancia foi injetada no CLAE-MS para verificacdo da

massa molecular.
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Figura 29 - Espectro de massas de alta resolucéo da substancia isolada.
Fonte: O AUTOR (2016)

O espectro de massas de alta resolucdo da substancia isolada no modo

positivo apresentou pico relativo ao ion [M+Na]+ com valor de m/z de 571,2875,

confirmando a formula molecular da casearina D (C3oH440o).

HO““’H.

Figura 30 - Formula estrutural da casearina D.

Fonte: O AUTOR (2016)



6.8 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Apenas uma das substancias isoladas por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (método preparativo), foi submetida & anélise de RMN *3C e 'H, devido a
massa obtida para caracterizacdo da molécula. Seguem os espectros obtidos:

ppm

IC".O —_— 4'J

S
LA —
L

S22t - —— ¢
zeet > o

10

11

12

13

Figura 31 - Espectro de RMN de 1H da casearina D em piridina-d5 a 300 MHz.

Fonte: O AUTOR (2016)
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Figura 32 - Expanséo do espectro de RMN de 1y da casearina D em piridina-d5 obtido a 300 MHz.

Fonte: O AUTOR (2016)
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Figura 33 - Expansdo do espectro de RMN de 14 da casearina D em piridina-d5 obtido a 300 MHz.

Fonte: O AUTOR (2016)
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Figura 34 - Expanséo do espectro de RMN de 1H da casearina D em piridina-d5 obtido a 300 MHz.

Fonte: O AUTOR (2016)

Tabela 10 - Deslocamento quimico dos hidrogénios.

(continua)
Carbono 8 ™H (ppm) 8 ™H (ppm) Literatura

1 2,20 dd 2,21dd

2 4,73 sl 4,89 sl

3 6,48d 6,52d

6 427d 4,23d

7 5,65t 5,89t

8 nd Nd
10 2,99 dd 3,16 dd
11 2,01me2,69dd 05me252dd
12 5,52d 5,37d
14 6,68 dd 6,69 dd
15 5,11de5,22d 5,12de5,17d
16 1,73 s 1,78 s
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Tabela 10 - Deslocamento quimico dos hidrogénios.
(concluséo)

Carbono 8 ™H (ppm) 8 'H (ppm) Literatura
17 1,03d 1,15d
18 7,431t 7,40t
19 7,24s 7,215
20 0,97s 0,95s

nd = valor ndo determinado

Fonte: ITOKAWA (1988)

Por meio do espectro de RMN de Iy pode-se identificar os acoplamentos
cis/trans dos hidrogénios da ligacdo dupla terminal monossubstituida (H-15a; 6 5,11 d /
H-15b; 6 5,22 d) com o hidrogénio vicinal (H-14; & 6,68 dd), além de outro sinal
atribuido ao hidrogénio da ligagéo dupla trissubstituida do dieno conjugado (H-12; & 5,52
d). Os dois hidrogénios em & 7,24 (s; H-19) e 7,43 (t; H-18) indicaram a existéncia do
sistema diacetalico no anel C.

Figura 35 - Espectro de RMN de 13¢ da casearina D em piridina-d5 a 75 MHz.
Fonte: O AUTOR (2016)
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Figura 36 - Expansdo do espectro de RMN de 13¢ da casearina D em piridina-d5 obtido a 75 MHz.

Fonte: O AUTOR (2016)

©

L

.

e
b4 ﬁrs "
fn N "
LR} - "
N s : 1 &
"2 a » |

- i o \
v :
\ : o
-

~izT

La

13.78%

SR . e L

60

ey o | T

v | v —r Tt g g
175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120

Figura 37 - Expanséo do espectro de RMN de 13C da casearina D em piridina-d5 obtido a 75 MHz.

Fonte: O AUTOR (2016)
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Tabela 11 - Deslocamento quimico dos carbonos.

Carbono 8 °C (ppm) 3 °C (ppm)
Literatura
1 31,1 35,25
2 63,7 62,36
3 127,5 127,42
4 142,6 140,60
5 55,0 53,51
6 74,8 72,99
7 76,5 75,05
8 41,8 42,70
9 40,1 39,20
10 36,6 36.02
11 31,0 30,18
12 127,8 127,30
13 134,3 133,28
14 134,0 133,95
15 1147 115,00
16 20,5 20,45
17 11,8 11,72
18 97,3 95,88
19 99,3 98,05
20 26,1 25,65

Fonte: ITOKAWA (1988)
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O espectro de RMN de 13¢ desta substancia demostrou, em geral, 29 a 30 sinais,
semelhantes aos relatados na literatura (ITOKAWA, 1990). Sendo que a ligacdo dupla em
C-3 e C-4, caracteristica das casearinas, foi observada em & 127,5 e 142,6 respectivamente.

O deslocamento quimico em & 63,7 (d; C-2) e em & 74,8 (d; C-6) foi atribuido aos
carbonos ligados as hidroxilas.

Os sinais em 6 97,3 (d; C-18) e em 6 99,3 (d; C-19) indicam a existéncia do anel
diacetalico. Ja os sinais em & 169,7; 6 173,5 e 8 173,7 sugerem a presenga de grupos acetato

e butanoato de etila como substituintes.
6.9 Infravermelho (1V)
O espectro de absorcdo no IV pbde confirmar os grupos funcionais presentes na

molécula da casearina D. Dessa maneira, a banda de absor¢do em 1.742 cm™ evidenciou a

presenca dos ésteres (1 grupo acetato e 2 butanoatos) e a banda larga em 3.435 cm™ foi
atribuida aos grupos hidroxilas.
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Figura 38 - Espectro de absor¢do no 1V da Casearina D.

Fonte: O AUTOR (2016)
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6.10 Teste de Viabilidade Celular da Casearina D

A substéncia isolada e caracterizada, casearina D, foi submetida aos ensaios de
viabilidade celular nas seguintes linhagens celulares: HepG2, A549, U251 MG e MCF7.

Analisando os resultados obtidos, a casearina D demonstrou dréstica reducdo da
viabilidade celular por ensaio de MTS (Figura 37). Ap6s 48 horas de tratamento, houve

reducédo de aproximadamente 51 e 82% da viabilidade celular de culturas tratadas com 20 e

40 pg.mL™, respectivamente.

Casearina D

120-
=
=
= 804 - HepG2
S = A549
3 o~ —— U251-MG
S 40- — MCF-7
}_"3
=
0 v T v
PP O “ D D S
0@

Concentragao (pg.mL™")

ICs0 (ung.mL™)

Hep G2 6.04 £ 0.31
A549 10.07 £ 0.44
U251-MG 8.31 £ 0.59
MCF-7 19.24 + 1.66

Figura 39 - Viabilidade celular (%) determinada por meio do ensaio MTS em
culturas de células (A549, HepG2, U251-MG, MCF-7) tratadas com

Casearina D em diferentes concentragdes por 48 horas.

Fonte: O AUTOR (2016)
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De acordo com o ICso, foram escolhidas as linhagens de célula derivada do
Hepatocarcinoma (HepG2) e Adenocarcinoma pulmonar para dar continuidade no estudo.

Bou et al. (2015) avaliaram o efeito citotoxico do extrato hexanico de C. sylvestris
sobre as linhagens tumorais humanas A2058 (melanoma), HL-60 (leucemia), HCT (colon),
MCF-7 (mama) e HeLa (carcinoma cervical). Foram isoladas 1-5 moléculas bioativas,
denominadas casearina A, B, G, J e X. Com base nos valores de ICso, obtidos por ensaio de
MTT, as casearinas A, B e J mostraram-se mais eficientes em reduzir a viabilidade celular

em todas as linhagens testadas.

6.11 Ensaio de capacidade clonogénica

A capacidade de células cancerosa em formar coldnias € essencial para a propagacao
de um tumor maligno para orgdos distantes (Ec e Welch, 2007). No presente estudo, a
casearina D reduziu significativamente a capacidade proliferativa das células HepG2 e
Ab549 e, consequentemente, a capacidade clonogénica dessas células.

Houve reducdo (p<0,001) na formacdo de coldnias de A549 apds tratamento com 5
e 10 pg.mL™ por 24 horas. A analise mostrou inibigdo de 55,00% em culturas tratadas com
5ug.mL™, contudo, o tratamento com 10 pg.mL™ foi ainda mais drastico e impediu a
sobrevivéncia celular (Figura 40).
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Figura 40 - Capacidade clonogénica da linhagem A549 apds tratamento
com Casearina D nas concentragdes de 5 e 10 pg.mL™ por 24
horas. Apds o término do tratamento o meio foi substituido
por meio fresco e as células foram mantidas em estufa por 15
dias. (A) Houve reducéo significativa da formacdo de
colénias em ambas as concentragfes utilizadas. Os valores
representados no grafico referem-se a média do experimento
realizado em ftriplicata e a barra de erros representa o erro
padrdo em relacdo a média. (B) Imagem ilustrativa das
coldnias coradas com Cristal Violeta 1%. ***p<0,001 de
acordo com a anélise de varidncia ANOVA e poés-teste de
Tukey.

Fonte: O AUTOR (2016)

Houve reducdo (p<0,001) na formacéo de colonias de Hep G2 apds tratamento com
5 e 10 ug.mL™ por 24 horas. A analise mostrou inibicdo de 85,00% em culturas tratadas

com 5pg.mL™?, contudo, o tratamento com 10 pg.mL™ foi ainda mais drastico e impediu a
sobrevivéncia celular (Figura 41).
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Figura 41 - Capacidade clonogénica da linhagem Hep G2 ap0s
tratamento com Casearina D nas concentracdes de 5 e 10
pg.mL™ por 24 horas. Ap6s o término do tratamento o
meio foi substituido por meio fresco e as células foram
mantidas em estufa por 15 dias. (A) Houve redugéo
significativa da formacdo de coldnias em ambas as
concentragdes utilizadas. Os valores representados no
grafico referem-se & média do experimento realizado em
triplicata e a barra de erros representa o erro padrdo em
relagdo & média. (B) Imagem ilustrativa das col6nias
coradas com Cristal Violeta 1%. ***p<0,001 de acordo

com a analise de variancia ANOVA e pos-teste de Tukey.

Fonte: O AUTOR (2016)

6.12 Quantificacdo de DNA por citometria de fluxo

Considerando os resultados obtidos, foi realizada a analise das diferentes
populac@es distribuidas no ciclo celular por citometria de fluxo. Os resultados (Figura 41)
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nos demostraram que houve aumento significativo da populacdo GO/G1 com
concomitante reducdo das populagdes S e G2/M em culturas tratadas com casearina D em
ambas as concentragdes. O tratamento por 24 horas com casearina D a 10 pg.mL™ (Tabela
12) levou a um aumento de 23% de células em GO/G1 e diminuicdo de 17% e 5% da
polucdo em S e G2/M, respectivamente.

Desta forma, os resultados indicam que o tratamento com casearina D

pode levar a bloqueio da transicdo G1/S em células da linhagem A549.

A549 - Casearina D
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Figura 42 - Anélise de diferentes populaces celulares distribuidas pelo ciclo
celular através de quantificacdo de DNA por citometria de fluxo.
As células foram tratadas por 24 horas com Casearina D nas
concentracdes de 5 e 10 ug.mL™ por 24 horas e coradas com
solucdo de lodeto de Propideo. ***p<0,001 de acordo com a
analise de variancia ANOVA e p0Os-teste de Tukey.

Fonte: O AUTOR (2016)

Tabela 12 - Conteddo de DNA (%) nas diferentes fases do ciclo celular de culturas da linhagem A549

submetidas ao tratamento com Casearina D (5 e 10 ug mL™) por 24 horas. Os dados da tabela
representam a média+DP.

Sub-G1 GO0/G1 S G2/M
Controle 0,50+0,16 54,83+0,40 24,83+0,56 19,84+0,72
5pg.mL 1t 1,29+0,06 64,59+0,77***  11,88+1,12*** 22,24+0,72

10 pg.mL? 1,23+0,47 77,58+0,08***  7,01+0,65***  14,19+0,23***
Fonte: O AUTOR (2016)

Desta forma, em conjunto, 0s nossos resultados indicam promissora atividade
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antiproliferativa de Casearina D frente a linhagem A549. Essa atividade observada pode ser
devido a bloqueio do ciclo celular na transicdo G1/S, todavia, outros estudos devem ser
realizados, a fim de elucidar os mecanismos envolvidos na atividade antiproliferativa da

molécula.

Os ensaios de citometria de fluxo também foi realizado na linhagem HepG2, afim

de estudar os efeitos da casearina D sobre o ciclo celular.
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Figura 43 - Anélise de diferentes populagdes celulares distribuidas pelo
ciclo celular através de quantificagdo de DNA por citometria
de fluxo. As células foram tratadas por 24 horas com Casearina

D nas concentracdes de 5 e 10 pug.mL™ por 24 horas e coradas
com solucdo de lodeto de Propideo. ***p<0,001 de acordo
com a anéalise de variancia ANOVA e pos-teste de Tukey.

Fonte: O AUTOR (2016)

Tabela 13 - Contetdo de DNA (%) nas diferentes fases do ciclo celular de culturas da linhagem HepG2

submetidas ao tratamento com Casearina D (5 e 10 pg mL™) por 24 horas. Os dados da tabela
representam a médiaxDP.

Sub-G1 G0/G1 S G2/M
Controle 1,54+0,60 32,71+1,23 32,49+0,62 33,23+0,36
3ug.mL? 1,98+0,21 56,92+0,96***  19,63+1,09*** 21,43+0,48
6 pg.mL ! 5,38+0,05 50,84+1,38***  13,24+0,71***  30,62+1,19***
Fonte: O AUTOR (2016)

Observou-se um aumento significativo na populagdo GO / G1, com uma
concomitante diminuicdo tanto da fase S e G2 / M populagdes quando casearin D foi

utilizado em trés ug mL-1 Perfil semelhante foi observado para as culturas tratadas com 6
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ug mL-1 de casearina D, no entanto, neste estado, h4 aumento significativo tanto SubG1 e

G2 / M populagdes (Figura 40).

6.13 Ensaio de Western Blotting

Nessa etapa, foi avaliado o perfil de expressdo de ciclina D1 e de ERK (total e
fosforilada). De acordo com os resultados apresentados na figura 44 houve uma reducéo de
expressdo da proteina pERK (proteina da via de proliferacdo), consequentemente, a
reducdo da ciclina D1 que é uma proteina presente na fase G1 e responsavel pelos eventos

que levara a progressdo da fase G1/S.

DMSO 3 6 DXR

42 kDa

pERK

0.25 0.09 0.10 0.05

ERK1

35 kDa

Cyclin D1

1.59 1.44 113 0.80

50 kDa

¢-Tubulin

Figura 44 - Perfil de expressdo de ciclina D, ERK e ERK fosforilada
determinado por western blotting. A a- tubulina foi
utilizada como controle de carregamento e doxorrubicina
(DXR) foi utilizada como controle positivo.

Fonte: O AUTOR (2016)
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7 CONCLUSAO

O extrato etandlico das folhas de C. sylvestris possui substancias bioativas (casearinas)
responsaveis pela reducdo na viabilidade celular das seguintes linhagens derivadas de
canceres humanos: A549, HepG2, MCF7, U251 MG.

A casearina D foi isolada da fracdo acetato de etila e demonstrou proeminente atividade
antitumoral nas linhagens de células A549 e HepG2.

O conjunto de ensaios bioguiados demostrou que a casearina D inibe formacdo de
col6nias nas duas linhagens testadas, ocorre entdo um bloqueio da transicao de fase G1/S, que
pode ser explicado pelo menos em parte pela diminui¢do da expressdo de ERK fosforilada
bem como de ciclina D1. A Casearin D representa, portanto, um protétipo promissor para

futuros estudos na terapia do cancer de figado.
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