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Santos, C. M. dos. Composi¢do quimica e atividades biologicas das folhas e raizes de Senna
rugosa [Dissertagdo]. Dourados: Pds-Graduagdo em Biologia Geral/Bioprospeccéo,
Universidade Federal da Grande Dourados; 2020.

RESUMO

Senna rugosa é uma planta arbustiva encontrada no Cerrado, conhecida popularmente como
amendoirana e utilizada na medicina popular como vermifugo e para o tratamento de
acidentes ofidicos. Poucos estudos relatam as atividades biolégicas de S. rugosa. Assim, este
estudo teve como objetivo determinar a composi¢ao quimica, avaliar a atividade antioxidante,
a protecdo de macromoléculas e agdo antileucémica e anti-melanoma dos extratos etandlicos
das folhas (EFSR) e raizes (ERSR) de S. rugosa. A composi¢do quimica foi determinada por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. As propriedades antioxidantes
foram avaliadas utilizando os ensaios de captura direta de radicais livies ABTS™ e DPPH’, a
protecdo contra danos oxidativos foi avaliada em proteinas contra a oxidacdo induzida por
2,2'-Azobis (2-amidinopropano) (AAPH) e sobre a fragmentacdo de DNA induzida por
peréxido de hidrogénio (H.0,) e radiacdo ultravioleta (UV). A atividade citotoxica foi
avaliada contra as linhagens celulares leucémicas K562 e Jurkat, de melanoma humano Sk-
Mel-19, Sk-Mel-28, Sk-Mel-103, melanoma murino B16F10-Nex2, linhagens néo
cancerigenas de fibroblasto de pulmdo humano MRC-5 e células mononucleares de sangue
periférico humano (PBMC). Os resultados da composi¢cdo quimica demonstraram a presenca
de catequina, rutina, derivados de epigalocatequina, glicosideos de kaempferol, luteolina e
procianidinas diméricas e triméricas no EFSR. Os extratos EFSR e ERSR apresentam 1Csg
para o ensaio de ABTS™, de 4,86 + 0,51 pg/mL e 8,33 + 0,90 pg/mL, respectivamente,
enquanto que para o ensaio de DPPH" os valores de 1Cso para EFSR e ERSR foram de 19,98 +
1,96 pg/mL e 13,37 + 1,05 pg/mL, respectivamente. Os extratos foram capazes de proteger
BSA contra a oxidacdo induzida por AAPH e inibir a fragmentacdo de DNA plasmidial
induzida por H,0, e radiacdo UV a partir da menor concentracdo avaliada, 5 pg/mL. Além
disso, os extratos induziram a morte celular das linhagens leucémicas K562 (1Cso de 242,54 +
2,38 pg/mL para EFSR e 223,00 + 2,34 pug/mL para ERSR), Jurkat (ICso de 171,45 + 2,25
pg/mL para EFSR e 189,30 + 2,27 pg/mL para ERSR) e melanoma Sk-Mel-103 (ICso de
224,66 + 2,35 pg/mL para EFSR e 221,98 + 2,34 pg/mL para ERSR), apdés 48 h de
tratamento. Para a linhagem ndo cancerigena MRC-5 0s extratos apresentaram citoxicidade a
partir da concentracdo de 300 pug/mL. Enquanto que, para as células PBMC, o EFSR e ERSR
apresentaram uma baixa citoxicidade, observada apenas na concentracdo de 500 pg/mL.
Juntos, esses resultados demonstram que 0s extratos de S. rugosa possuem atividade
antioxidante e acdo antileucémica e anti-melanoma, sendo potenciais agentes terapéuticos na
prevencdo de condigdes relacionadas ao estresse oxidativo e ao cancer.

PALAVRAS-CHAVE: Cerrado, amendoirana, estresse oxidativo, antioxidante, cancer,
leucemia, melanoma.
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Santos, C.M. Chemical composition and biological activities of Senna rugosa leaves and roots
[Dissertation]. Dourados: Postgraduate in Biodiversity and Environment, Universidade
Federal da Grande Dourados; 2020.

ABSTRACT

Senna rugosa is a shrub plant found in the Cerrado, popularly known as peanuts and used in
folk medicine as a dewormer and for the treatment of snakebites. Few studies report the
biological activities of S. rugosa. Thus, this study aimed to determine the chemical
composition, evaluate the antioxidant activity, the protection of macromolecules and the anti-
leukemic and anti-melanoma action of the ethanolic extracts of the leaves (EFSR) and roots
(ERSR) of S. rugosa. The chemical composition was determined by liquid chromatography
coupled with mass spectrometry. As antioxidant properties were evaluated using the ABTS™
and DPPH" free radical capture tests, protection against oxidative damage was evaluated in
proteins against oxidation induced by 2,2'-Azobis (2-amidinopropane) (AAPH) and about a
DNA fragmentation induced by hydrogen (H,O,) and ultraviolet radiation (UV).Cytotoxic
activity was evaluated against leukemic cell lines K562 and Jurkat, of human melanoma Sk-
Mel-19, Sk-Mel-28, Sk-Mel-103, murine melanoma B16F10-Nex2, non-cancerous human
lung fibroblast strains MRC-5 and human peripheral blood mononuclear cells (PBMC). The
results demonstrated the presence of catechin, rutin, epigallocatechin derivatives, kaempferol
glycosides, luteolin and dimeric and trimeric procyanidins in the EFSR. The extracts have
ICso for the ABTS™ assay, with 4.86 + 0.51 pg/mL for EFSR and 8.33 + 0.90 pg/mL for
ERSR, respectively, while for the DPPH" assay the ICsq values for EFSR and ERSR were
19.98 + 1.96 pg/mL and 13.37 + 1.05 pg/mL, respectively. The extracts were able to protect
protein albumin against oxidation induced by AAPH and inhibit the fragmentation of plasmid
DNA induced by H,0, and UV radiation from the lowest concentration, 5 pg/mL. In addition,
the extracts induced cell death of the K562 leukemic strains (ICsq of 242.54 + 2.38 pg/mL for
EFSR and 223.00 + 2.34 pug/mL for ERSR), Jurkat (1Cs of 171.45 + 2.25 pg/mL for EFSR
and 189.30 + 2.27 pg/mL for ERSR) and Sk-Mel-103 melanoma (ICso of 224.66 + 2.35
pg/mL for EFSR and 221.98 + 2.34 ug/mL for ERSR), after 48 h of treatment. For the non-
cancerous strain MRC-5 the extracts showed cytoxicity from the concentration of 300 pg/mL.
While, for PBMC cells, EFSR and ERSR showed low cytoxicity, observed only at the
concentration of 500 pug/mL. Together, these results demonstrate that the extracts of S. rugosa
have antioxidant activity and anti-leukemic and anti-melanoma action, being potential
therapeutic agents in the prevention of conditions related to oxidative stress and cancer.

KEYWORDS: Cerrado; amendoirana; oxidative stress; antioxidant. Cancer; leukemia;
melanoma.
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1. INTRODUCAO

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o cancer é a segunda
principal causa de morte em todo o mundo. Em 2018 ocorreram 9,6 milhGes de mortes
relacionadas ao cancer (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Céancer ¢ uma doenca
complexa e multifatorial caracterizada pelo crescimento desordenado de células que
apresentam auto-suficiéncia em sinais de crescimento, insensibilidade aos sinais de inibicéo
do crescimento, perda da capacidade de entrar em morte celular programada (apoptose),
potencial de replicacdo ilimitado, inducdo de angiogénese e a capacidade de invadir outros
tecidos e 6rgdos (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

O surgimento de mutacdes pode ser causado por alteracbes nos genes que
controlam o ciclo celular e a apoptose. Essas mudangas ocorrem em duas classes de genes
reguladores do crescimento: 0s proto-oncogenes, que promovem o crescimento celular, e os
genes supressores de tumor que inibem este crescimento (MILLIMOUNO et al., 2014;
VERMEULEN; BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003). Além disso, essas alteracbes podem
ser hereditarias, chamadas de mutacdo herdada ou surgir a partir de fatores externos, tais
como exposicdo excessiva a luz solar, tabagismo, alcool, dieta rica em carboidratos e lipideos,
compostos quimicos e determinados fungos, virus e bactérias (DANAEI et al., 2005; DART,
2019; GALLUZZI et al., 2018, 2018; HASSANPOUR; DEHGHANI, 2017; JIN et al., 2019;
VAN ELSLAND; NEEFJES, 2018).

As mutacbes adquiridas por fatores externos sdo responsaveis pela maioria dos
casos de cancer e podem surgir ao longo da vida, por substancias que promovam o estresse
oxidativo, uma condicdo patoldgica caracterizada por um desequilibrio entre a producao de
espécies reativas e as defesas antioxidantes do organismo (YOUNG; WOODSIDE, 2001).

O estresse oxidativo pode promover danos as macromoléculas, lipideos, proteinas
e DNA. As espécies reativas podem causar alteraces nos lipidios da membrana celular, que
levam a alteracbes na fluidez da membrana, inativacdo de receptores, aumento da
permeabilidade da mesma, além de gerar produtos oxidados, como o malondialdeido (MDA),
gue sdo quimicamente reativos e podem interagir com outras moléculas. As proteinas também
podem ter sua estrutura e funcéo afetadas pelas espécies reativas de oxigénio, ocorrendo perda
de funcdo, clivagem, protedlise, inibicdo da atividade enzimatica, agregacdo proteica e
consequentemente, toxicidade. Outra macromolécula afetada € o &cido desoxirribonucleico
(DNA), que quando oxidado aumenta o risco de desenvolvimento de cancer (DALLE-

DONNE et al.,, 2006), pois, ocorrem mutages em proto-oncogenes, responsaveis pelo



crescimento e proliferacdo celular; e nos genes supressores de tumor, que retardam a divisao
celular, reparam danos ao DNA e promovem a apoptose (MILLIMOUNO et al., 2014,
VERMEULEN; BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003).

Atualmente existem diferentes tipos de tratamentos contra o cancer, tais como
cirurgia, quimioterapia, radioterapia, hormonioterapia, terapia alvo, imunoterapia e
transplante de medula éssea. Dentre esses, a quimioterapia € um tratamento muito utilizado
em todo o mundo, porém apresenta alta toxicidade para 0 organismo e com o tempo, muitas
células cancerigenas podem desenvolver resisténcia aos medicamentos quimioterapicos,
dificultando o tratamento (DOMINGUES et al., 2018; JONES; BUZDAR, 2004; QURESHI;
HALL, 2013).

Diante disto, tem sido cada vez maior a buscada outras fontes de novos compostos
com atividade citotoxica como novas alternativas terapéuticas para o tratamento do cancer.
Muitos compostos naturais de origem vegetal possuem seletividade, pois exercem efeitos
citotoxicos sobre as celulas cancerigenas e apresentam baixa ou nenhuma toxicidade em
celulas saudaveis. Neste sentido, a comunidade cientifica tem intensificado a busca por novos
agentes terapéuticos com atividade anticancer a partir de compostos naturais oriundos de
plantas (DE GIFFONI DE CARVALHO et al., 2019; DEMAIN; VAISHNAYV, 2011;
GREENLEE, 2012; MILLIMOUNO et al., 2014).

O Brasil possui uma rica biodiversidade vegetal, e muitas espécies ainda nédo
foram investigadas quanto a sua constituicdo quimica e ao seu potencial citotdxico
(BERLINCK, 2012). Senna rugosa € uma espécie vegetal pouco estudada quanto as suas
atividades farmacoldgicas. Conhecida popularmente como amendoirana, alcacuz bravo, bico-
de-corvo, boi gordo e paratudo, S. rugosa € amplamente distribuida no Cerrado e conhecida
por seu uso popular como vermifugo (RICARDO et al.,, 2017) e para o tratamento de
acidentes ofidicos (RICARDO et al., 2017; RODRIGUES; CARVALHO, 2007).

Nesse contexto, esse estudo disponibilizara informacgdes cientificas sobre o
potencial antioxidante e atividade citotoxica e a capacidade de modular a migracdo frente a
linhagens celulares de leucemia e melanoma das folhas e raizes de S. rugosa. Além disso, o
estudo visa contribuir para a valoracdo da biodiversidade do Cerrado bem como abrir

perspectivas para novos estudos farmacoldgicos com esta espécie vegetal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ESTRESSE OXIDATIVO, GERACAO DE ESPECIES REATIVAS E
SISTEMA ANTIOXIDANTE

O estresse oxidativo € uma condicdo caracterizada pelo desequilibrio entre a
producdo excessiva de especies reativas e a capacidade do sistema antioxidante end6geno
(NOGUEIRA; HAY, 2013). No organismo sdo encontradas principalmente as espécies
reativas de oxigénio (EROs), peréxido de hidrogénio (H,0,), superoxido (O,") e radical
hidroxila (OH’), e espécies reativas de nitrogénio (ERNs), como o Oxido nitrico (NO)
(PISOSCHI; POP, 2015; POYTON; BALL; CASTELLO, 2009). Além disso, existem outras
espécies reativas formadas por moléculas que contém em sua estrutura atomos de enxofre,
cobre ou ferro (PISOSCHI; POP, 2015).

As EROs sdo normalmente produzidas no nosso organismo, pois participam de
varias situagdes fisiologicas, como subprodutos normais da cadeia respiratdria mitocondrial,
sdo gerados a partir da ativacdo de fagdcitos durante infecgdes para eliminagdo de patdgenos,
pelo complexo enzimatico microssomal do citocromo P450, pela beta-oxidacao peroxisomal,
lipoxigenases e ciclooxigenase. Além disso, as EROs podem ser produzidas sob condicdes
patologicas e atuar como promotoras do extresse oxidativo ou através de fatores exdgenos,
como a exposicdo a fumaca, pesticidas, radiacao ultra violeta (UV), alcoolismo e tabagismo
(NOGUEIRA; HAY, 2013; PISOSCHI; POP, 2015; POYTON; BALL; CASTELLO, 2009).

A producdo excessiva de EROs pode gerar muitos danos ao organismo. Por
exemplo, o H,O, é capaz de inativar enzimas, oxidar o DNA e lipidios, o OH altamente
reativo pode reagir com moléculas organicas e inorganicas, como acidos nucléicos, proteinas,
lipidios e carboidratos. Tais reacfes envolvem remocao de hidrogénio, adicédo e transferéncia
de elétrons. Esses danos oxidativos as biomoléculas estdo relacionados ao processo de
envelhecimento, doencas cardiovasculares, doengas neurodegenerativas, diabetes, inflamacao
crénica e diversos tipos de cancer (PISOSCHI; POP, 2015).

Uma ERO normalmente presente no organismo é o superéxido, gerado a partir de
duas fontes principais: durante a respiracao celular ou via sistema NADPH oxidase. Durante a
respiracdo celular elétrons sdo transferidos das coenzimas Nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH) e Flavina adenina dinucleotideo (FADH,) (PISOSCHI; POP, 2015),
através de quatro complexos enzimaticos que sdo transportadores de elétrons, o complexo | —

NADH-desidrogenase, complexo Il - succinato desidrogenase coenzima Q redutase,



complexo Il - citocromo b-c1 e complexo 1V- citocromo oxidase (Figura 1) (MOLONEY;
COTTER, 2018) para o aceptor final de elétrons, o oxigénio (O2) (PISOSCHI; POP, 2015).
Nesse processo 0 oxigénio é reduzido a agua, mas cerca de 2% deste pode ser reduzido a O, "
que em seguida é convertido a H,O, e a OH". A geracdo de O, ocorre principalmente nos
complexos | e Il da cadeia respiratoria mitocondrial (POYTON; BALL; CASTELLO, 2009)
(Figura 1).
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Figura 1. lons superdxido (O,") gerados a partir da cadeia respiratoria ou via sistema NADPH oxidase no
citoplasma das mitocondrias sdo convertidos em peréxido de hidrogénio (H,O,) pela enzima superdxido
dismutase 1. O," gerados a partir da cadeia respiratoria e transportados atraves do espaco inter-mitocondrial
(EIM) na mitocdndria sdo convertidos em H,O, pela enzima superdxido dismutase 2. H,O, sofre agdo de trés
enzimas: catalase, glutationa peroxidade (GPX) e peroxirredoxinas (PRX), para ser convertido a H,O. As
enzimas GPX e PRX precisam utilizar a glutationa (GSH) e tioredoxinas (TRX), respectivamente, geradas pela
NADPH. Complexo I: NADH-desidrogenase. Complexo Il: succinato desidrogenase coenzima Q redutase.
Complexo IlI: citocromo b-cl. Complexo IV: Citocromo Oxidase. MP: Membrana plasmatica. MME:
Membrana mitocondrial externa. MMI: Membrana mitocondrial interna. PTPM: Poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial. OH": radical hidroxila. Figura adaptada e modificada de Nogueira e Hay (2013).
doi: 10.1158 / 1078-0432.CCR-12-1424.

Além desse sistema os fagdcitos possuem em suas membranas o sistema NADPH
oxidase, que durante a fagocitose promove a producdo de espécies reativas, essenciais para a
funcdo microbicida (PISOSCHI; POP, 2015). A ativacdo da NADPH oxidase requer a unido
das subunidades da membrana (P22 e GP91) com as subunidades citosélicas (P40, P47 e
P67), o que promove alteracdo conformacional da subunidade GP91 que leva a atividade de

reducdo do oxigénio em superdxido (PANDAY et al., 2015).



Para a manutencdo do equilibrio das espécies reativas nas células existem os
sistemas antioxidantes enddgenos que neutralizam as EROs e os antioxidantes exdgenos

oriundos da dieta que também atuam no organismo positivamente contra as EROs.

2.2. ANTIOXIDANTES

O equilibrio das espécies reativas nas células € mantido através de sistemas
antioxidantes enddgenos ou antioxidantes adquiridos pela dieta, que neutralizam ou reparam
os danos as células causados por EROs. Estes sistemas podem ser classificados quanto a sua
atuacdo no organismo em antioxidantes de primeira, segunda, terceira ou quarta linha de
defesa (LOBO et al., 2010).

Os antioxidantes da primeira linha de defesa s&o as enzimas antioxidantes como a
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX), e também as
proteinas de ligagcdo transferrina, ceruloplasmina, ferritina e albumina, que possuem a
capacidade de quelar ions de metais de transicdo, como ferro e cobre (IGHODARO;
AKINLOYE, 2018; MIRONCZUK-CHODAKOWSKA; WITKOWSKA; ZUJKO, 2018).

Por exemplo, para a desmutacdo do superdxido produzido nas mitocondrias
durante a respiracéo celular, € necessario que este seja transferido para a matriz mitocondrial
onde é transformado em H,O, pela enzima superdxido dismutase 2 (SOD2) no interior das
mitocéndrias, enquanto no citosol é convertido pela enzima superoxido dismutase 1 (SOD1)
(Figura 1) (NOGUEIRA; HAY, 2013). Em seguida, o H,0O, pode ser neutralizado por outros
elementos do complexo antioxidante celular, como a catalase, enzima abundante nos
peroxissomas, que decompde esta espécie nao radicalar em agua e O, Por outro lado, a
decomposicdo de H,O, em agua também pode ocorrer através do sistema glutationa
(IGHODARO; AKINLOYE, 2018), composto pela enzima glutationa peroxidade (GPX) que
metaboliza H,O, utilizando a glutationa (GSH), como substrato, resultando na glutationa
oxidada (GSSG), que é reciclada pela acdo da enzima glutationa redutase (GR) (ESPINOSA-
DIEZ et al., 2015). Na matriz mitocondrial o H,O, também pode ser neutralizado pelas
enzimas peroxirredoxinas, que fazem parte de uma familia de proteinas compostas pelas
tioredoxinas, tiorredoxina peroxidase e peroxirredoxinas (NOGUEIRA; HAY, 2013), que
convertem H,O, em &gua (PISOSCHI; POP, 2015). De modo que, a acdo das enzimas
antioxidantes para neutralizar o H,O, é muito importante, pois apesar desta ndo ser uma das

ERO mais reativas, este pode ser oxidado na presenca de ferro®* e OH’ pela reagéo de Fenton,



uma reagdo que promove a oxidacao do ferro®* a ferro®* resultando na producéo de OH’, que
por sua vez, possui alto poder oxidante (Figura 1) (BOKARE; CHOI, 2014; SILVA, 2010).

Na segunda linha de defesa estéo incluidos os antioxidantes que atuam sobre as
espécies reativas através da doagdo de elétrons, neutralizando os radicais que podem iniciar
reacOes em cadeia ou que propagam reacdes de oxi-reducdo. Nesse processo, 0s antioxidantes
dessa categoria podem se tornar agentes oxidantes, porém menos tdéxicos e facilmente
neutralizados por outros antioxidantes desta mesma linha de defesa. Moléculas desta classe
podem ser adquiridas através da alimentacdo e reduzem o risco do desenvolvimento de
doencas crdnicas, como obesidade, diabetes, cancer e doencas cardiovasculares (RASOULI;
FARZAEI; KHODARAHMI, 2017). Dentre estes compostos destacamos os polifendis,
compostos organicos amplamente encontrados em frutas, vegetais, chas, chocolates, legumes,
cereais e bebidas (GANESAN; XU, 2017).

Na terceira linha de defesa temos as enzimas que podem degradar proteinas
modificadas pela oxidacdo, impedem o acumulo de proteinas oxidadas e tambem reparam o
DNA danificado, dentre elas estdo as polimerases, glicosilases, nucleases e proteases
(IGHODARO; AKINLOYE, 2018; LOBO et al., 2010).

A quarta linha de defesa antioxidante envolve mecanismos adaptativos e de
recrutamento. Durante a producdo de espécies reativas e reacdes de oxido-reducdo, ocorrem
sinalizagdes celulares que induzem a formacao e o transporte de antioxidantes enddgenos para
0 local onde estdo ocorrendo os danos oxidativos (IGHODARO; AKINLOYE, 2018; LOBO
et al., 2010).

Assim cada linha de defesa antioxidante atua de uma forma especifica em
diferentes niveis, podendo ser preventivo como 0s antioxidantes da primeira linha; pela
eliminacéo direta dos radicais livres, realizado pelos antioxidantes da segunda linha; reparo de
macromoléculas, pelas enzimas de reparo da terceira linha de defesa; e através da adaptacao
celular ao dano oxidativo, a quarta linha de defesa. Em conjunto todos esses sistemas
promovem a protecdo celular, através de diferentes formas, garantindo que as espécies
reativas ndo danifiguem os componentes intracelulares (IGHODARO; AKINLOYE, 2018;
LOBO et al., 2010).

2.3. ANTIOXIDANTES E CANCER

A relacdo entre antioxidantes e cancer ocorre pelo menos de quatro formas:



| - Antioxidantes previnem danos ao DNA. As EROs promovem a quebra de
cadeia de DNA e alteram a estrutura dos nucleotideos resultando em mutagGes. Os
antioxidantes reduzem a frequéncia de mutacdes conferindo prote¢cdo ao DNA (PISOSCHI;
POP, 2015).

Il - Os antioxidantes sdo usados em associagdo com quimioterapicos para diminuir
os efeitos tdxicos destes. Os quimioterapicos sdo citotoxicos tanto para as células
cancerigenas quanto para as celulas saudaveis, assim muitos efeitos indesejados ocorrem
durante o tratamento quimioterapico. Estudos demonstram que os antioxidantes administrados
concomitantemente com quimioterapicos ndo interferem no efeito da droga, e ainda
aumentam o efeito citotoxico da quimioterapia, além de proteger o tecido normal,
aumentando a sobrevida do paciente e a resposta terapéutica (CALVANI; PASHA; FAVRE,
2020; SINGH et al., 2018).

11 — Algumas substéncias em baixas concentracdes tem agdo antioxidante e em
altas concentragcfes atuam como pro-oxidante. Por exemplo, o acido ascorbico, que apesar de
ser um Otimo antioxidante, também pode ser pré-oxidante em altas quantidades, o que
promove a morte de celular (DOS SANTOS et al., 2018), sendo este 0 mecanismo de acéo de
alguns quimioterapicos. O aumento de EROs promovido por drogas quimioterapicas em
células cancerigenas, que ja possuem espécies reativas em niveis mais elevados quando
comparadas as céelulas normais, induz a morte celular (PISOSCHI; POP, 2015; RAHAL et al.,
2014; YANG et al., 2018).

IV - O estresse oxidativo pode promover a ativacdo de algumas vias ja estudadas e
relacionadas ao cancer, como a via MAPK (do inglés: Mitogen-activated protein kinase).
Além disso, alguns fatores de transcricdo podem ser regulados por EROs, como o fator
nuclear kappa B (NF-kB), a proteina P53 ¢ FOXO (do inglés: Forkhead box O). Esses fatores
sdo regulados através da ativacdo de proteinas quinases, pela inativacdo de fosfatases e pela
oxidacao de fatores de transcricdo. Assim, as espécies reativas podem promover a ativacdo de
fatores de transcricdo resultando na desregulacdo da expressdo de genes alvo, importantes
para o desenvolvimento do cancer (GAO; SCHOTTKER, 2017).

Os antioxidantes podem inibir vias de sinalizacdo superexpressas em células
cancerigenas, através da neutralizacdo de espécies reativas, ou modulacdo de enzimas e outras
substancias antioxidantes endégenas promovendo o reestabelecimento do equilibrio redox nas
células saudaveis (IGHODARO; AKINLOYE, 2018).



2.4. CICLO CELULAR

O ciclo celular é formado por uma sequéncia de eventos no qual os componentes
celulares séo duplicados e posteriormente segregados para a formagdo de células filhas. Este
processo é extremamente regulado por proteinas do tipo quinases dependentes de ciclinas
(CDKSs) que sdo ativadas em momentos especificos para sinalizar e regular as diferentes fases
da mitose. O ciclo celular pode ser dividido em interfase, composta pelas fases GO, G1, S e
G2, e o0s estagios da mitose que sdo a profase, metéfase, anafase e tel6fase (SCHAFER,
1998). O controle do ciclo celular é essencial para a proliferacdo garantindo a replicacdo
correta do material genético, a segregacdo dos cromossomos, diferenciacdo, senescéncia e
morte celular (SOUZA, 2011). A progressdo do ciclo celular precisa ser monitorada através
de pontos de verificacdo que detectam erros durante a replicagdo do DNA e na separacdo dos
cromossomos. Caso ocorra algum erro durante o ciclo celular, os pontos de verificacdo séo
ativos e ocorre parada do ciclo para que os defeitos sejam reparados. Dessa forma, ndo ocorre
a duplicacdo celular, com consequente formacéo de células-filhas com alteracbes genéticas.
Essa deteccdo é realizada através de vias de sinalizacdo que inibem as CDKs, que tém a
funcdo de fosforilar substratos-chave, para promover a sintese de DNA e a progressdo da
mitose. Dessa forma, a inativacdo das CDKs promove a parada do ciclo. Se as mutacGes
encontradas forem corrigidas, ocorre a progressao do ciclo, mas caso 0 reparo nao ocorra
corretamente, as células podem entrar em apoptose (MALUMBRES; BARBACID, 2009).

A atividade das CDKs ¢ dependente de sua associacdo com uma subunidade de
proteinas chamadas ciclinas, que sdo expressas durante as fases do ciclo celular. Em cada
fase, diferentes tipos de ciclinas sdo sintetizadas e apos a realizacdo de suas fungdes, sdo
degradadas. As ciclinas formam um complexo catalitico com as CDKs, denominado ciclina-
CDK, que atua sobre uma proteina muito importante no controle da proliferacao celular que é
a proteina do retinoblastoma (pRb) (SCHAFER, 1998).

O inicio da progressao do ciclo celular ocorre em resposta a sinais extracelulares,
como fatores de crescimento, que estimulam as células a iniciarem a divisdo celular. Antes
desta sinalizacdo a célula se encontra em uma fase conhecida como GO, na qual ndo esta
ocorrendo a proliferacdo celular. Na fase G1 ou GO a pRb esta ativa, pois esta se encontra na
forma hipofosforilada. Assim, ela se liga e inibe proteinas reguladores de genes, como o Fator
de Ligacdo ao Promotor de E2 (E2F) bloqueando sua atividade, o que inibe a transcricdo de
proteinas importantes para a progressao de G1 para G2/S, incluindo ciclina A, ciclina E e uma
familia de fosfatase, as Cdc25 (do inglés: Cell division cycle 25) (VERMEULEN;
BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003).



Quando ocorre um estimulo extracelular a célula entra em G1, e se prepara para
iniciar a sintese de DNA, nesse momento ocorre a expressao de ciclina do tipo D, que se liga
as moléculas CDK4 e CDK6 (Figura 2) (MALUMBRES; BARBACID, 2009). Estes
complexos associam-se a proteina p21°™ e a outra proteina, a p36 também chamada de
antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA), que é importante no reparo e replicacdo do
DNA. Dessa forma, este complexo Ciclina-CDK-p21°"*-p36 torna-se ativo, sendo capaz de
forforilar a pRb, 0 que promove a inativagdo parcial desta proteina, liberando os fatores de
transcricdo E2F. A partir disso, estes fatores podem induzir a transcricdo dos genes que
codificam as proteinas ciclinas A e E (SOUZA, 2011).

oD

Figura 2. Estagios do ciclo celular (fases GO, G1, S, G2 e M), juntamente com o local de atividade dos
complexos reguladores CDK e suas respectivas ciclinas. Figura adaptada de Vermeulen; Bockstaele; Berneman
(2003), doi.org/10.1046/j.1365-2184.2003.00266.x.

Com a formacdo do complexo Ciclina E-CDK2, ocorre um aumento da
fosforilacdo da pRb, inativando-a completamente. Este momento caracteriza a passagem do
primeiro ponto de checagem de restricdo, G1 para a fase S, onde ocorre a replicacdo do DNA,
e a partir disso ha sinalizacdo para a progressao do ciclo celular dependente apenas de sinais
intracelulares (MALUMBRES; BARBACID, 2009).

Posteriormente a ciclina E é degradada e substituida pelas ciclinas A e B, que
formam complexo com a CDK2 e CDK1, respectivamente, e assim mantém a proteina pRb
inativa durante as proximas fases do ciclo. Durante a fase S, é necessaria a formacdo do

complexo ciclina A-CDK2 para a passagem para a proxima fase. A etapa final de replicacdo
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do DNA e subsequente preparacdo para a mitose € chamada de G2, na qual a CDK1 esta
ligada a ciclinas do tipo A para promover o inicio da mitose. No decorrer da fase G2, as
ciclinas A sdo degradadas para que ocorra a formacdo do complexo ciclina B-CDK1, que é
responsavel por promover a mitose, fase final do ciclo celular no qual ocorre a divisdo da
célula (Figura 2) (VERMEULEN; BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003).

Uma vez que o ciclo celular passa a ser regulado por sinais intracelulares, a
progressdo deste continuard em um sistema de retroalimentacdo positiva, de modo que a
parada deste processo ocorre pela expressao de inibidores das CDKs, que sdo os CDKIs. Estes
reguladores impedem a fosforilacdo da pRb, sendo divididos em dois grupos, o primeiro é
denominado Inibidor da Quinase Dependente de Ciclina 4 (INK4) e incluindo as proteinas
pl5 (INK4b), p16 (INK4a), p18 (INK4c) e pl9 (INK4d) que inibem especificamente 0S
complexos formados entre ciclinas D com CDK4 e CDK46. Enquanto o segundo grupo séo 0s
Cip/Kip e inclui as proteinas p21 (Wafl, Cipl), p27 (Cip2) e p57 (Kip2), que ndo sao
especificos e podem inibir a formacao de todos os complexos Ciclina-CDK (MALUMBRES;
BARBACID, 2009; SOUZA, 2011). Além disso, a p21 pode inibir a replicacdo do DNA e do
antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA). A expressdo e producdo dos inibidores
CDKIs sao regulados por sinais intra e extracelulares (VERMEULEN; BOCKSTAELE;
BERNEMAN, 2003).

O mau funcionamento das ciclinas-CDKs pode ocasionar a instabilidade
gendbmica, gerando mutacGes genéticas e a instabilidade cromossdmica que promove
alteracdes numéricas nos cromossomos. Estas alteracGes propiciam o surgimento de diversas
patologias, como o cancer (MALUMBRES; BARBACID, 2009).

2.5. APOPTOSE

Para a manutencdo da fisiologia normal, nossas células sdo constantemente
renovadas para substituir aquelas que estdo danificadas ou em processo de senescéncia. Dessa
forma, a morte celular programada ou apoptose € uma via de morte celular evolutivamente
conservada e extremamente regulada que promove a eliminacao de células, sendo importante
durante o desenvolvimento embrionario e para a manutencdo da homeostase do organismo
(MILLIMOUNO et al., 2014; SINGH; LETAI; SAROSIEK, 2019). Esse tipo de morte se
caracteriza pela ativacdo de caspases que através de sua acdo catalitica degradam os
componentes celulares resultando no encolhimento citoplasmatico, na condensacdo da
cromatina, fragmentacdo do DNA, além da externalizagdo de um tipo especifico de

fosfolipideo de membrana, a fosfatidilserina, e por fim promove a formacdo de bolhas na
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membrana plasmética que levam a geracdo de pequenos corpos apoptéticos que podem ser
absorvidos por células fagociticas (GALLUZZI et al., 2018; SINGH; LETAI; SAROSIEK,
2019).

A apoptose pode ser iniciada por estimulos internos que caracterizam a via
intrinseca, ou estimulos externos, que ativam a via extrinseca. Em relacdo a morte de células
cancerigenas por agentes antineoplasicos, a via intrinseca € mais comum. Essa € mediada por
moléculas liberadas pelas mitocdndrias, enquanto a extrinseca depende da ativacdo de
receptores especificos de morte ou proteinas presentes na superficie da membrana celular
(MILLIMOUNO et al., 2014; SINGH; LETAI; SAROSIEK, 2019).

A via intrinseca pode ser desencadeada por fatores como danos ao DNA e as
organelas (como as mitocondrias), inibicdo de vias de sinalizacdo intracelular, estimulacéo
mitogénica e estresse do reticulo endoplasmatico (RE). Além disso, o excesso de EROs, a
ativacdo de morte celular por oncogenes, falta de nutrientes ou de fatores de crescimento e a
ativagdo da via p53 (SINGH; LETAI; SAROSIEK, 2019), uma proteina relacionada com o
controle do ciclo celular, apoptose e reparo do DNA (MILLIMOUNO et al., 2014).

A execucdo e regulacdo da via intrinseca sdo realizadas por uma familia de
proteinas chamadas BCL-2, existindo membros pro-apoptdticos e anti-apoptoticos. Os
membros desta familia possuem quatro segmentos de aminodcidos diferentes, que sao
chamados de homologia de BCL-2 (BH1, BH2, BH3 e BH4). As proteinas pro-apoptéticas
sd0 compostas por membros que possuem apenas o dominio BH3, conhecidas como
ativadoras, que sdo constituidas pelo PUMA (do inglés: p53-upregulated modulator of
apoptosis), BIM (do inglés: BCL2-interacting mediator of cell death) e a proteina PMAIP1
(do inglés: phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1, conhecida como NOXA).
Essas proteinas ligam-se e ativam outras proteinas pro-apoptoticas que sao efetoras, BAX (do
inglés: BCL2 associated X), e a BAK ou BAK1 (do inglés: BCL2 antagonist/killer 1)
(GALLUZZI et al., 2018; SINGH; LETAI; SAROSIEK, 2019).

Quando BID, BIM, PUMA e NOXA ligam-se e ativam as proteinas BAX e BAK,
estas oligomerizam e formam poros na membrana das mitocdndrias, entdo ocorre a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa (PMME). Em seguida ha liberacdo de
proteinas apoptogénicas no citoplasma que normalmente estdo presentes no espago inter-
mitocondrial, como o citocromo ¢ que se liga a APAF1 (do inglés: apoptotic protease-
activating factor 1) para formar o complexo conhecido como apoptossomo, cliva pro-caspase
9 (CASP9). A ativacdo das caspases também pode ocorrer através do SMAC (do inglés:

second mitochondria-derived activator of caspases), que neutraliza proteinas inibidoras de
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caspases, como 0 XIAP (do inglés: X-linked inhibitor of apoptosis protein). Apos a liberacéo
de SMAC ha a clivagem da pré-caspase 9 (iniciadora) que ativa as pro-capases 3 e 7
(executoras) que promovem a apoptose (Figura 3) (SINGH; LETAI; SAROSIEK, 2019).
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Figura 3. Vias de sinalizacdo apopotoéticas extrinsecas e intrinsecas. Na apoptose pela via intrinseca o estresse
celular ativa as proteinas pré-apoptéticas da familia BCL-2, levando a atividade de BAX e BAK que
desencadeiam a permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa (PMME). Ap6s a PMME, Citocromo ¢ é
liberado no citosol e ativa a pré-caspase-9, que por sua vez, ativa a pro-caspase-3 e a pré-caspase-7, levando a
apoptose. Enquanto a via extrinseca é iniciada a partir de perturbacdes do ambiente extracelular, que ativam
receptores especificos da membrana celular que podem ativar as caspases iniciadoras (caspase-8 e caspase-10),
que clivam e ativam pro-caspase-3 e pro-caspase-7, levando a apoptose. A clivagem do agonista da proteina BID
pela Caspase-8, também estimula a liberacdo do citocromo c. RE: reticulo endoplasmatico. Figura adaptada de
Ichim e Tait (2016), doi: 10.1038 / nrc.2016.58.

Em contrapartida, proteinas anti-apoptéticas que também sdo membros da familia
BCL-2, possuem todos os dominios BH e sdo constituidas pelas proteinas BCL-2, a proteina
BCL-X_ (dos inglés: B-cell lymphoma-extra large), BCL2L2 (do inglés: BCL2 like 2, mais
conhecido como BCL-W), BCL2A1 (do inglés: BCL2 related protein Al, conhecido como
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BFL1) e MCL1 (do inglés: myeloid cell leukaemia 1). Essas proteinas geralmente estdo na
membrana mitocondrial externa e bloqueiam a apoptose ligando-se aos ativadores das
proteinas BAX e BAK, impedindo assim a formagdo de poros na membrana das mitocéndrias
(Figura 3) (SINGH; LETAI; SAROSIEK, 2019).

Os niveis das proteinas da familia BCL-2 diferem de acordo com o tipo de célula,
seu estdgio de desenvolvimento e de algum tipo de dano celular. De modo que, o
desequilibrio entre as proteinas pro-apoptéticas e anti-apoptéticas pode promover uma
apoptose aumentada ou insuficiente (SINGH; LETAI; SAROSIEK, 2019).

Outra forma de ativar a morte celular programada €é através de sinais
extracelulares, conhecida como via extrinseca, que é iniciada a partir de perturbacbes do
ambiente extracelular, que ativam receptores especificos da membrana celular e desencadeiam
a apoptose. Dentre os receptores presentes na membrana temos o receptor de morte na
superficie celular (FAS) e receptores do fator de necrose tumoral (TNF), como CD95 (APO-1
/ Fas), o receptor 1 do TNF (TNFRI) e TRAIL (do inglés: TNF-related apoptosis-inducing
ligand - TRAIL-R1 e TRAIL-R2). Os ligantes correspondentes do TNF incluem uma
superfamilia de ligantes de receptor de morte, como ligante CD95L (do inglés: CD95 Ligand),
enquanto o TNF-a e a linfotoxina o sao ligantes dos receptores tipo TRAIL (do inglés: TNF-
related apoptosis-inducing ligand) (Figura 3) (FULDA; DEBATIN, 2006).

Quando os receptores extracelulares citados acima sdo estimulados por seus
ligantes ocorre o recrutamento de moléculas adaptadoras como FADD (do inglés: Fas-
associated protein with death domain), que promovem a montagem de um complexo
multiproteico chamado de DISC (do inglés: Death-inducing signaling complex). Este
complexo induz a oligomerizacdo das pro-caspases 8 e 10 tornando-as ativas. Assim, as
caspases 8 ou 10 clivam diretamente as pro-caspases 3 e 7, resultando na apoptose (Figura 3)
(FULDA; DEBATIN, 2006; GALLUZZI et al., 2018; ICHIM; TAIT, 2016).

Além disso, a caspase 8 pode promover a clivagem de BID, uma das proteinas
pro-apoptoticas, que se transloca para a mitocondria e estimula a liberacdo de citocromo c,
induzindo a ativacdo da apoptose (Figura 3) (FULDA; DEBATIN, 2006).

2.6. CANCER

Céancer é um termo que abrange varias doencas, caracterizado por uma divisao
exacerbada das células, que pode surgir em qualquer parte do organismo podendo ou nédo se
espalhar para outros tecidos e 6rgdos (HANAHAN; WEINBERG, 2000).
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Quando as células sofrem mutacBes que ndo sdo reparadas, podem se tornar
anormais e desenvolver mecanismos para escapar da apoptose, além de se dividirem
descontroladamente, podendo formar tumores. Estas células sdo capazes de suprimir as
células do sistema imunoldgico, além de estimular a angiogénse para suprir 0s tumores com
nutrientes e oxigénio (HANAHAN; WEINBERG, 2000; LANDSKRON et al., 2014). Estes
tumores podem ser malignos e algumas células que os formam podem apresentar a capacidade
de se desprender e invadir outros locais, através do mecanismo conhecido como metéastase
(HANAHAN; WEINBERG, 2000).

2.7. CANCER E CICLO CELULAR

Nas células normais podem ocorrer mutagdes nos proto-oncogenes ou nos genes
supressores de tumor, que podem desencadear a divisdo celular descontrolada, dentre as
proteinas supressoras estdo a pRb e p53 (MILLIMOUNO et al., 2014; VERMEULEN;
BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003). Mutacdes também podem alterar o controle do ciclo
celular através da desregulacédo da atividade da CDK. Quando h& uma expresséo reduzida dos
inibidores de CDK, como a p21 e da p53 ou com a superativacdo de fosfatases Cdc25 (do
inglés: Therapeutic targeting the cell division cycle 25) que regulam positivamente as CDKSs,
estas podem ficar hiperativas (MALUMBRES; BARBACID, 2009). A superexpressdo de
CDKA4 foi identificada em linhagens celulares de melanoma, sarcoma, glioma e tumores de
mama. Enquanto a expressdo exacerbada de CDKG6 é relatada em algumas leucemias e
sarcomas (MALUMBRES; BARBACID, 2009; VERMEULEN; BOCKSTAELE;
BERNEMAN, 2003). Além disso, um aumento na expressdo de ciclinas do tipo D é descrita
nos carcinomas de mama, esdfago, bexiga, pulméo e células escamosas. Da mesma forma, o
aumento de ciclina A e E foi relatado no carcinoma pulmonar, e a ciclina E também ¢é
superexpressa em carcinomas colorretais e de mama (VERMEULEN; BOCKSTAELE;
BERNEMAN, 2003).

Alteracdes genéticas podem promover modificacdes de proteinas-chave para o
controle da proliferacdo celular, como o gene que codifica a proteina p53, que €
frequentemente mutado no cancer humano, cerca de 50% dos casos (MILLIMOUNO et al.,
2014; VERMEULEN; BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003; YUE et al., 2017).

A pRb também pode apresentar alteracdes que levam ao desenvolvimento do
cancer, mutacdes e delecbes resultam em pRb ndo-funcional e totalmente ausente,

respectivamente. Assim, sua perda de funcéo € associada a progressdo do ciclo celular sem
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restricdes, sendo comumente relatada na leucemia linfoblastica aguda (VERMEULEN;
BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003).

Outra proteina alterada que pode promover o desenvolvimento de cancer é o fator
de transformacdo do crescimento beta (TGF-B) que inibe a proliferagdo de células epiteliais
normais através da inducéo de inibidores de CDK como p15INK4B, p21CIP1 e p27KIP1. Em
algumas linhagens celulares cancerigenas de pulm&o hd uma reducdo da atividade de TGF-
(OSADA; TAKAHASHI, 2002).

Considerando a importéancia da progressao do ciclo celular no desenvolvimento
dos diferentes tipos de cancer, agentes quimioterapicos citostaticos como os inibidores da
topoisomerase irinotecano e doxorrubicina, agentes alquilantes como a oxaliplatina, cisplatina
e ciclofosfamida atuam inibindo a progressdo do ciclo celular. Porém, estes quimioterapicos
apresentam diversos efeitos toxicos para o0 organismo, como a nefrotoxicidade, toxicidade
gastrointestinal, cardiovascular, pulmonar e hematoldgica (IQBAL et al., 2017). Neste
contexto, novos agentes terapéuticos de origem vegetal que atuem como citostaticos e
citotoxicos e que apresentem menos efeitos colaterais foram investigados nos ultimos anos
(IQBAL et al., 2017; SCHIRRMACHER, 2018).

2.8. CANCER, MUTACOES EM VIAS DE SINALIZACAO E LINHAGENS
CELULARES

As mutacdes também podem ocorrer em varias vias de promoc¢édo do crescimento,
como nas MAPKs, fosfoinositida-3-quinase-proteina-quinase B / Akt (PI3K / AKT)
(OSADA; TAKAHASHI, 2002). Essas alteracGes podem ser causadas por fatores externos no
ambiente celular que podem levar a ativacdo de quatro subfamilias de MAPKSs, séo elas:
ERK1/2, ERKS5, JNK e p38. Com a ativacdo das vias das MAPKs ocorrem alteragdes em
varias funcdes celulares, como sobrevivéncia, proliferacdo, metabolismo e interacdo com
outras células (CUENDA; ROUSSEAU, 2007).

A via ERK1/2 ou via RAS-RAF-MEK-ERK pode ser superexpressa ocasionando
a sobrevivéncia, proliferacio e a metastase (GAO; SCHOTTKER, 2017). A familia das
proteinas RAS é formada por trés proteinas KRAS, HRAS e NRAS, que frequentemente estdo
mutadas nos canceres humanos. RAS induz a proliferacdo celular através de estimulos pré-
crescimento e por inibir os sinais anti-crescimento (OSADA; TAKAHASHI, 2002;
PYLAYEVA-GUPTA; GRABOCKA; BAR-SAGI, 2011). As proteinas RAS promovem a

ativagdo constitutiva de alvos a jusante como a via da RAF1 / MAPK, o que induzem a
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transcricdo de varios genes relacionados o ciclo celular, como Ciclina D1 (OSADA;
TAKAHASHI, 2002). Além disso, alteracGes na via p38 podem estar relacionadas com a
autossuficiéncia em sinais de crescimento, replicacdo ilimitada, escape da apoptose,
angiogénese, invasdo e metastase (CUENDA; ROUSSEAU, 2007). A via PI3K / AKT é
ativada por fatores de crescimento e sinais extracelulares, mas é bloqueada pelo supressor de
tumor homélogo de fosfatase e tensina (PTEN). Caso ocorra a perda da fun¢do de PTEN ou a
superexpressdo do gene que codifica a subunidade catalitica PI3K, ocorre um aumento da
sinalizacéo desta via (LEE; MULLER, 2010).

Assim, algumas linhagens celulares apresentam alteragfes nestas vias de
sinalizacdo celular. Por exemplo, 0 melanoma é um tipo de cancer de pele altamente agressivo
devido a sua capacidade para formar mestastase e apresenta mutacdes nas vias RAS / RAF /
MEK / ERK. As linhagens de melanoma humano Sk-Mel-19 e Sk-Mel-28 apresentam
mutacdes de substituicdo — Missense (alteracdo de uma das bases do DNA que forma o cddon
de nucleotideos de um aminoacido) no gene B-RAF (CISILOTTO, 2014; JONSSON et al.,
2007; NISSAN et al., 2014). A Sk-Mel-28 também apresenta delegdo de Tp53 e PTEN.
Enquanto a Sk-mel-19 apresenta delecdo no gene CDKN2A (XING et al., 2012). Outras
mutacOes de substituicdo — Missense comuns sdo em N-RAS que ocorre na Sk-Mel-103
(NISSAN et al., 2014; XING et al., 2012). Algumas proteinas anti-apoptéticas como a BCL-2
sdo mais expressas na linhagem celular Sk-Mel-19 enquanto que proteinas BCL-XL e MCL1
sdo mais expressas na linhagem celular Sk-Mel-103 (Tabela 1) (RALPH, 2014; SANTOS,
2011).



Tabela 1. Leucemia e melanoma: Caracteristicas e tratamentos.
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Caracteristicas

Tipos

Alterac6es
genéticas

Tratamentos

LEUCEMIA
Neoplasia hematoldgica

Leucemia mieléide aguda, leucemia
linfoblastica aguda, leucemia mieldide
cronica e leucemia linfocitica crénica
(ZHAO; WANG; MA, 2018)

Auséncia da expressdo de PTEN, p53,
BAX (Jurkat); mutagdo cromossémica no
cromossomo Philadelphia (BCR-ABL)
(K562) (GIOIA et al., 2018; QURESHI;
HALL, 2013)

Quimioterapia, radioterapia, anticorpos
monoclonais e transplante de células-
tronco/medula 6ssea (SAEDI et al., 2014)

MELANOMA
Cancer de pele

Melanoma cutaneo, melanoma acral,
melanoma da mucosa; melanoma uveal
(RABBIE et al., 2019)

Mutacdo missense de BRAF (Sk-Mel-19
e Sk-Mel-28) e NRAS (Sk-Mel-103);
delecdo de PTEN e p53 (Sk-Mel-28) e
CDKN2A  (Sk-Mel-19); aumento na
expressdo de BCL-2 (Sk-Mel-19), BCL-
XL e MCL1 (Sk-Mel-19) (CISILOTTO,
2014; RALPH, 2014; XING et al., 2012)

Quimioterapia, radioterapia, anticorpos
especificos, cirurgia (DOMINGUES et
al., 2018)

Outro tipo de cancer em que ocorrem alteracBes na sinalizacdo celular sdo as

leucemias, neoplasias que afetam os diferentes tipos de células do sistema hematopoiético

(Figura 4), levando a maturacdo celular anormal e a proliferacdo descontrolada (QURESHI;

HALL, 2013). As leucemias apresentam células cancerigenas com diferentes tipos de

mutacbes em proteinas e vias importantes para a proliferacdo das células. Por exemplo, a

linhagem celular K562, modelo de leucemia mieldide cronica, é caracterizada por uma

mutacdo cromossémica que resulta no cromossomo Philadelphia, que consiste em uma

translocacdo reciproca entre os bragos dos cromossomos 9934 e 22q11. Esta alteracdo leva a

producdo de uma proteina hibrida BCR-ABL que tem maior atividade da tirosina-quinase

intrinseca, que proporciona a proliferacdo celular e a liberacdo de inibidores de apoptose
(Tabela 1) (QURESHI; HALL, 2013; SALES; VASCONCELOS, 2013).
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Outras linhagens de leucemia humana como a Jurkat, leucemia linfoblastica
aguda, apresenta diferentes mutacGes como nos receptores de células T, com a auséncia de
PTEN, regulador muito importante na sinalizacdo da via PI3K. Essa linhagem também é
caracterizada pela auséncia na expressdo de alguns genes supressores tumorais, como p53 e
BAX (Tabela 1) (GIOIA et al., 2018). Dessa forma, essa linhagem celular, assim como esse
quadro clinico de leucemias, se torna resistente a via intrinseca de apoptose (GIOIA et al.,
2018; MOCSAI; RULAND; TYBULEWICZ, 2010).

2.9. PLANTAS NA PREVENCAO E TRATAMENTO DO CANCER

Muitas plantas apresentam compostos bioativos com um amplo potencial
farmacoldgico e sdo utilizadas ha milénios para o tratamento de doencas. A literatura tem
relatado o efeito de muitos fitoquimicos extraidos de plantas na promocédo da salude humana
(IQBAL et al., 2017; MILLIMOUNO et al., 2014; SECA; PINTO, 2018). Dentre o0s
compostos provenientes dos metabdlitos secundarios isolados de plantas ha os terpenos,
compostos fendlicos e alcaloides (MILLIMOUNO et al., 2014).

Os flavonoides, que pertencem a classe dos compostos fendlicos, podem

apresentar atividades biologicas diferentes como a atividade antioxidante e citotdxica,
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neutralizando as espécies reativas ou estimulando as enzimas antioxidantes endégenas em
celulas saudaveis e também podem promover a morte de células cancerigenas (PANCHE;
DIWAN; CHANDRA, 2016).

Os taninos, outra classe de compostos fenélicos, também sdo muito estudados por
suas atividades anticancerigenas, sendo capazes de regular o ciclo celular, induzir a apoptose
pela via intrinseca e pela inativacdo de vias de sinalizacdo importantes para a proliferacdo
celular como AKT e ERK (JIA et al., 2013; YILDIRIM; KUTLU, 2015).

Outro fitoquimico muito importante é o &cido galico, composto poli-
hidroxifendlico, encontrado em alimentos naturais, como em frutas. O acido galico apresenta
atividades bioldgicas importantes, como antioxidante e anti-carcinogénica. O acido galico é
capaz de induzir a apoptose e inibir a proliferacdo de células cancerigenas (SOURANI et al.,
2016). Um estudo também demonstrou que a combinacdo de acido galico e Paclitaxel
potencializou a acdo citotoxica deste quimioterapico (ABOREHAB; OSAMA, 2019).

Dessa forma, € imprescindivel a busca por fitoquimicos com atividades
farmacologicas imporantes como anticancer e considerando a diversidade de espécies vegetais
do Brasil e que muitas ainda ndo foram investigadas quanto a sua constituicdo quimica e ao
seu potencial citotoxico (BERLINCK, 2012), verificamos a necessidade de estudos para a

prospeccao de novas espécies vegetais.

2.10. Género Senna

O género Senna € um dos maiores da familia Fabaceae, apresentando cerca de 600
espécies, muitas delas utilizadas na medicina tradicional para o tratamento de doencas e
investigadas quanto as suas atividades biologicas (CAMPOS et al., 2016).

Estudos com extrato cloroférmico das folhas de Senna villosa demonstraram
atividade anti-inflamatéria em modelo de edema de orelha induzida por 12-O-
tetradecanoilforbol 13-acetato. No mesmo estudo foi identificada a presenca de trés ésteres
alifaticos, sendo tetradecanoato de hexila, tetradecanoato de heptil e tetradecanoato de octilo
(SUSUNAGA-NOTARIO et al., 2014).

Campos e colaboradores (2016) mostraram que o extrato etanolico de folhas de
Senna velutina apresenta atividade antioxidante e efeitos citotoxicos contra as linhagens
leucémicas Jurkat e K562, apresentando como mecanimos para promover a morte das células
cancerigenas a ativacdo do calcio intracelular e de pré-caspase-3, diminuicdo do potencial de

membrana mitocondrial e parada do ciclo celular nas fases S e G2. Os autores atribuem estas
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atividades a presenca de epigalocatequina, epicatequina, rutina, heterosideo de kaempferol e
proantocianidinas identificados nas folhas de S. velutina.

Os alcaloides (-) - cassina e (-) - espectalina isolados das flores de Senna
spectabilis reduzem a viabilidade celular nas linhagens tumorais A549 (carcinoma do
pulmdo), MCF-7 e Hs578T (carcinoma de mama), HepG2 (carcinoma hepatocelular),
U138MG e U251MG (glioblastoma) de maneira dependente da concentragdo. Os alcaloides
foram mais seletivos para a linhagem HepG2, apresentando a capacidade de induzir a parada
do ciclo celular na transicdo da fase G1 / S, devido a inativacdo e da regulacdo negativa da
expressdo da ciclina D1 (PEREIRA et al., 2016).

Estudos de Sobeh e colaboradores (2017) demonstraram que o extrato metandlico
da casca do caule de Senna singueana apresenta atividade antioxidante in vitro e in vivo no
modelo animal Caenorhabditis elegans, pela capacidade de reduzir a producdo de espécies
reativas nos nematoides e apresentar atividade hepatoprotetora em modelo de lesdo hepatica
induzida em ratos.

O extrato aceténico das folhas de Senna italica estimula a captacdo de glicose
através da via PI3K e regula negativamente algumas das adipocinas associadas a obesidade,
como a leptina, lipocalina-2, proteina ligante do retinol 4 (RBP4), IL-6, dipeptidil peptidase
IV (DPPIV) e adiponectina (MALEMATJA et al., 2018).

Em outro estudo, Monteiro e colaboradores (2018) comprovaram a atividade
antioxidante dos extratos etandlicos e hexanicos das folhas e pendulas de Senna pendula, e a
inibicdo da atividade da acetilcolinesterase evidenciada para o extrato hexanico das flores.

Além disso, estudos quimicos de diversas espécies do género Senna tém
identificado metabolitos secundarios ja descritos na literatura por apresentarem importantes
atividades farmacologicas. Dentre os compostos quimicos ja descritos destacamos emodina e
crisofanol isolados do extrato de diclorometano das raizes de Senna macranthera (INOUE
ANDRADE et al.,, 2015). Além disso, a presenca de &cidos hidroxicindmicos, acidos
hidroxibenzdicos e proantocianidinas e mondmeros de (+) - catequina e (-) — epicatequina
foram relatados no extrato metanoldlico de Senna reticulata (NAVARRO et al., 2017),
proantocianidinas dos quais monoémeros, dimeros, trimeros de catequina, galocatequina,
guibourtinidol, cassiaflavan e afzelechin também foram identificados no extrato metandlico
da casca de Senna singueana e a presenca de antraquinonas, triterpenos, flavonoides, taninos,
saponinas e Xxantonas nos extratos etanolicos e hexanicos Senna cana e S. pendula
(MONTEIRO et al., 2018; SOBEH et al., 2017).
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A espécie Senna velutina também foi investigada quanto sua composi¢ao quimica
e atividade anticancerigena. No extrato etandlico das raizes foi identificada a presenca de
catequina, antraquinona e piceatanol. Além disso, 0s autores demonstraram que o extrato
apresenta acao citotdxica in vitro contra a linhagem tumoral de melanoma murino B16F10-
Nex2 e que o0 extrato é capaz de reduzir o volume tumoral e a metéastase pulmonar in vivo
(CASTRO et al., 2019).

Dentre as véarias espécies do género Senna, Senna rugosa € amplamente
distribuida no Cerrado, cujos nomes populares sdo amendoirana, alcacuz bravo, bico-de-
corvo, boi gordo e paratudo. S. rugosa é amplamente distribuida no Cerrado e conhecida por
seu uso popular como vermifugo e no tratamento de acidentes ofidicos (RICARDO et al.,
2017; RODRIGUES; CARVALHO, 2007). Sobre essa espécie foram encontrados dois
trabalhos cientificos, que relatam o isolamento e identificacdo de antraquinonas e naftopironas
no extrato hexanico de suas raizes (BARBOSA et al., 2004) e a atividade larvicida do extrato
aquoso das sementes de S. rugosa contra larvas de Aedes aegypti (FARIAS et al., 2010).

Além disso, ha estudos sobre os extratos aquoso e etandlico das folhas de S.
rugosa, demonstrando atividade antioxidante, hipoglicemiante in vivo utilizando ratos Wistar
e antimicrobiana contra Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 8739 e
fungica contra Candida albicans ATCC 10231 (EBERHARDT, 2012).

3. OBJETIVOS
3.1. GERAL

Determinar a composicdo quimica dos extratos etandlicos das folhas e
raizes de S. rugosa e avaliar as atividades antioxidante e anticancerigena contra

linhagens de leucemia e melanoma.

3.2. ESPECIFICOS

e Determinar a composicdo quimica do EFSR;

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos pelos métodos de ABTS™ e DPPH";

e Verificar a capacidade dos extratos de proteger a proteina albumina de soro bovino
(BSA) contra a oxidagdo induzida por AAPH;
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Investigar se 0s extratos sdo capazes de proteger o DNA plasmidial contra a
fragmentac&o induzida por peroxido de hidrogénio (H,O2) mais radiacéo ultravioleta
(UV);

Determinar a atividade citotoxica dos extratos frente a linhagens de leucemia humana
K562 e Jurkat;

Investigar a atividade citotdxica dos extratos frente diferentes linhagens de melanoma
humano Sk-Mel-19, Sk-Mel-28 e Sk-Mel-103 e em melanoma murino B16F10-Nex2.
Verificar a viabilidade de células mononucleares de sangue periférico humano
(PBMC) e de fibroblasto de pulmd@ humano (MRC-5) apds tratamento com o0s
extratos.

Avaliar se 0s extratos sdo capazes de impedir a migracdo celular de diferentes
linhagens de melanoma humano Sk-Mel-19, Sk-Mel-28 e Sk-Mel-103 e de melanoma
murino B16F10-Nex2.
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Artigo 1

Composicao quimica, propriedades antioxidante e citotdxica dos

extratos de Senna rugosa sobre linhagens de leucemia humana
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Artigo 2

Atividade anticancerigena das folhas e raizes de Senna rugosa contra

melanoma in vitro
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Fonte: Eberhardt (2012)
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