4 ° ENCONTRO ULBRA DE BOLSISTAS CNPqg E FAPERGS

AVALIACAO DO EFEITO ANTIPROLIFERATIVO DA Krameria tomentosa EM
LINHAGENS CELULARES DE CANCER: RESULTADOS PRELIMINARES

Luiza Martins Silveira *
Naiana Soares Corréa?
Alexandre de Barros Falcédo Ferraz

Ivana Grivicich *

Resumo

O céancer é um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum 0O crescimento
desordenado de células que invadem tecidos e Orgdos, podendo espalhar-se para outras
regides do corpo. Entre os tumores mais importantes estdo carcinoma de mama, glioblastoma
multiforme e carcinoma de ovario. Os tratamentos com quimioterapia e radioterapia nem
sempre sdo eficazes, devido aos mecanismos de resisténcia que 0s tumores podem
desenvolver. A busca por novos compostos anticancer a partir de produtos naturais tem se
mostrado promissora. A Krameria tomentosa é uma planta da familia Kramericeae utilizada
na medicina popular para tratamento de inflamacGes, cancer, hipertensdo e hemorragias.
Considerando que ha poucos relatos sobre a Krameria tomentosa na literatura, este projeto
tem como objetivo investigar e avaliar o efeito antiproliferativo de um produto (KT4) obtido
da raiz da Krameria tomentosa em linhagens celulares de céncer humano. Para isto, as
linhagens celulares de glioblastoma multiforme U251, carcinoma de ovario OVCAR-3,
carcinoma de mama MCF-7 e fibroblasto normal NHI-3T3 foram expostas ao composto KT4
por 72 h e o efeito antiproliferativo foi avaliado pelo ensaio de Sulforodamina B. Os
resultados mostraram que composto KT4 tem atividade antiproliferativa em todas as

linhagens estudasse este efeito é maior na linhagem MCF-7.

Palavras-chave: Krameria tomentosa; antiproliferativo, lignana. cancer

1 Académica do Ensino Médio — Bolsista Iniciagdo Cientifica Junior CNPq — silveiraluiza360@gmail.com
2 Aluna de Mestrado do PPPGBIOSAUDE — Bolsista CAPES/PROSUP - naybiomedicina@gmail.com

3 Professor do curso de Farmacia e do PPGBIOSAUDE — alexandre.ferraz@terra.com.br

4 Professor do curso de Medicina e do PPGBIOSAUDE — grivicich@terra.com.br



mailto:silveiraluiza360@gmail.com
mailto:naybiomedicina@gmail.com
mailto:alexandre.ferraz@terra.com.br
mailto:grivicich@terra.com.br

INTRODUCAO

O céncer é uma doenga multifatorial, que ocorre por alteracdes em células normais
elevando ao um crescimento desordenado e invasdo de outros tecidos ou 6rgdos (FIDELI,
2010; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017; INCA, 2018). E a segunda causa de
morte em todo o mundo, sendo responsavel por mais de 8 milhdes de mortes em 2015. Entre
0s tumores mais importantes estdo cancer de mama (28,1%), glioblastoma multiforme (15%),
cancer de ovario (3%) (INCA, 2018).

Os glioblastomas multiformes (GBM) sdo tumores que surgem de astrocitos e
representam 14,9% de todos os tumores cerebrais primarios e 56,1% de todos os gliomas.
Para o Brasil, estima-se para o ano de 2018, 5.810 novos casos em homens e 5.510 em
mulheres, sendo o oitavo mais frequente em homens e o sexto mais frequente para mulheres
na regido Sul (BRAIN TUMOR ASSOCIATION, 2018; INCA, 2018). O carcinoma de ovario
€ um tumor ginecoldgico menos frequente e mais dificil de ser diagnosticado. Grande parte
dos céanceres nesse Orgdo se apresenta em estdgio avancado no momento do diagnostico
(NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2017; INCA, 2018). Para o Brasil, estima-se 6.150
novos casos de cancer do ovario, para o ano de 2018. Nas regides Centro-Oeste, Nordeste e
Norte é o sétimo mais incidente e nas regifes Sul e Sudeste é o oitavo (INCA, 2018). O
carcinoma de mama € a neoplasia mais comum entre as mulheres e o segundo tipo de cancer
mais frequente no mundo (RODRIGUES; SILVA; CARDOSO, 2016). No Brasil, estimam-se
59.700 novos casos de cancer de mama, para cada ano do biénio 2018-2019, é o primeiro
mais frequente nas mulheres das Regibes Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste ja na Regido
Norte, é 0 segundo tumor mais incidente (INCA, 2018).

Os agentes antineoplasicos tém sido bastante utilizados no tratamento adjuvante ou
paliativo das neoplasias malignas. A quimioterapia atinge agressivamente todas as células do
organismo, produzindo assim efeitos adversos, que estdo diretamente relacionados ao estado
do paciente, ao estadiamento da doenca e também das drogas que sao utilizadas (SOARES;
NEVES, 2009). A quimioterapia nem sempre € eficaz, devido aos mecanismos de resisténcia
que podem limitar o efeito do tratamento (PENNOCK; CHOW, 2015).

Nos Gltimos anos, tem-se observado um aumento pela procura de tratamentos que
possam ser "alternativos e/ou complementares” para o cancer (OLIVEIRA; MACHADO;
RODRIGUES, 2014). A pesquisa de medicamentos anticancerigenos a partir de plantas
medicinais tem se mostrado promissora. Entre 0s medicamneots ja utilizados derivados de

produtos naturais temos a vinblastina e vincristina que foram isolados das folhas da



Catharanthus roseus; além do etoposideo e teniposideo, derivados semi-sintéticos extraido da
raiz da planta Podophyllum peltatum (CRAGG; NEWMAN, 2013).

A familia Krameriaceae inclui um unico género, Krameria. Na medicina popular
mexicana, as raizes de algumas das espécies deste género tém sido utilizadas como
antidiarreico, antibacteriano e anti-inflamatério (RAMIREZ-CISNEROS et al., 2012;
CAPISTRANO; LOIOLA, 2015). Tem sido relatado que a familia Krameriaceae possui entre
0s seus compostos quimicos diferentes tipos de lignanas e neolignanas, sendo o género
Krameria rico em ligndides (MADEIRO et al., 2012; JIMENEZ-ESTRADA et al., 2013; dos
SANTOS, 2016). As lignanas tém uma longa historia de uso medicinal, 0s primeiros registros
com mais de 1000 anos, relatam o uso de uma pomada com as raizes de cerefélio selvagem
(Anthriscus sylvestris L.- Apiaceae) para tratar cancer (IONKOVA, 2011). Para a espécie K.
erecta foi relatado a presenca de compostos fendlicos como lignanas e taninos, com diversas
atividades bioldgicas, como efeito antioxidante, hepatoprotetor e anti-inflamatério
(ACHENBACH et al., 1996; TORRES-GONZALES et al., 2011). Outro estudo com K.
erecta demonstrou atividades antiproliferativa e antioxidante, o que torna esta espécie um
candidato promissor para futuras pesquisas (JIMENEZ-ESTRADA et. al., 2013). A K.
tomentosa, é uma planta de arbusto ereto, nativa e ndo endémica do Brasil. No Piaui, sua raiz
vem sendo utilizada popularmente na forma de tintura ou garrafada para tratar inflamacdes,
cancer, hipertensdo e hemorragias. (CARINI et al., 2002; SILVA, 2010; SIMPSON, 2017).

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito antiproliferativo do composto

KT4 isolado da planta K. tomentosa em linhagens celulares de cancer humano.

METODOLOGIA

O isolamento do composto KT4 foi realizado no laboratério de Fitoquimica e
Farmacognosia de ULBRA.

Os ensaios antiproliferativos foram realizados no Laboratério de Biologia do Céancer
da ULBRA. Foram utilizadas as linhagens de células derivadas de tumores humanos,
glioblastoma humano (U-251), carcinoma de ovario (OVCAR-3), carcinoma de mama (MCF-
7) adquiridas do Amercan Type Culture Collection (Manassas, Virginia, EUA) e a linhagem
celular de fibroblasto normal de ratos (3T3) adquirida do banco de células do Rio de Janeiro
(UFRJ, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). As células foram mantidas em meios de cultura RPMI
1640 ou DMEM contendo 2% de glutamina (p/v) e 10% de soro fetal bovino (v/v), a

temperatura de 37°C, em atmosfera de 5% de CO; e 95% de umidade.



Inicialmente, as linhagens celulares foram tratadas com concentracgdes variando de 0 —
100 pg/mL por 72 h. O antineoplasico etoposideo foi utilizado como controle positivo. Apos
tratamento, as culturas foram fixadas com &cido tricloroacético e avaliadas utilizando o ensaio
colorimétrico de Sulforodamida B (SRB) (SKEHAN et al., 1990). A SRB solubilizada foi
acessada colorimetricamente utilizando um leitor de microplacas (Multiskan Uniscence) em
comprimento de onda de 540 nm. A partir deste ensaio os valores de ICsy (quantidade de

farmaco necessaria para inibir 50% do crescimento celular) foram determinados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que o composto KT4 apresentou efeito antiproliferativo
em todas as linhagens celulares avaliadas (Tabela 1). O KT4 apresentou um efeito maior na
linhagem celular MCF-7, representado pelo menor valor de ICs,. Vale ressaltar, que as
concentragfes de KT4 para inibir 50% do crescimento celular sdo semelhantes as
concentragfes do antineoplasico etoposideo.

Tabela 1. Valores de ICsy (média £ desvio padrdo; n = 6) do composto KT4 nas linhagens
celulares de glioblastoma humano U-251MG, adenocarcinoma de ovario OVCAR-3 e
adenocarcinoma mama MCF-7 ap0s tratamento por 72 h.

Composto KT4 8,5+ 0,8 8,0+ 1,0* 59+17 7,5+0,2*

Etoposideo 59+1,0 10,3+2,1 3,5%+0,8 225+25

*Estatisticamente diferente de MCF-7 (Anova; p < 0,05).

Sabe-se que o KT4 contém neolignanas. O papel bioldgico das lignanas nos vegetais
ainda ndo é completamente conhecido, mas acredita-se que esteja relacionado com a defesa
dos mesmos e na regulacdo do seu crescimento. Dentre as atividades atribuidas a estes
compostos, destacam-se as atividades antiviral, antifungica, imunossupressora, antiasmatica,
antioxidante e citotdxica (KITAMURA;HIROKAWA; MAEZAKI, 2009). Parece ser 0 caso
do nosso composto que demonstrou importante atividade antiproliferativa em linhagens de
canceres humano. Atividade semelhante ao antineoplasico etoposideo, uma lignana
ariltetralinica (KING; SULIVAN, 1946).




CONSIDERACOES FINAIS
Quanto a atividade antiproliferativa, pode-se observar que o composto isolado KT4,
apresentou maior efeito na linhagem MCF-7. Estdo em andamento avaliacdo inibicdo da

migracao celular e dano oxidativo induzido pelo composto.
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