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RESUMO

O cancer é uma doenca com alta taxa de mortalidade. Os produtos naturais sao uma
fonte rica de substincias com propriedades anticancerigenas capazes de interceder na
proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose, angiogénese e metdstase. Apesar do avanco no
desenvolvimento de terapias antineopldsicas, os quimioterdpicos derivados de plantas
continuam sendo a base do tratamento para a maioria dos tipos de cancer. Entre as substancias
naturais, os flavondides sdo um grupo de metabdlitos secunddrios de plantas com
considerdvel interesse cientifico e terapéutico. Nos tltimos anos, especial aten¢do foi dada aos
flavonéides diméricos ou biflavonoides, que sdao o resultado da ligacdo de duas unidades de
flavona, flavanona, flavanonol, flavanol, auronas ou mesmo suas misturas. Por causa de suas
atividades promissoras, essas substancias podem representar um grande potencial para o
desenvolvimento de drogas contra muitas doengas, incluindo o cancer. Portanto, a atividade
antiproliferativa de brachydina F, um raro flavonoide dimérico isolado das raizes de
Fridericia platyphylla, foi inicialmente avaliada em um painel de cinco linhagens de células
tumorais humanas: U-251-glioma, MCF7-mama, 786-0-rim, NCI-H460-pulmédo e PC-3-
prostata. Como resultado, brachydina F reduziu o crescimento celular de todas as linhagens
tumorais avaliadas, sendo as células prostiticas PC-3 uma das mais sensiveis ao tratamento,
inibiu a migracdo e replicagdo de células PC-3, induzindo-as ao processo de morte por
apoptose. Os resultados obtidos sugerem que brachydina F € uma substancia promissora a ser
mais explorada por seus efeitos antitumorais. Este € o primeiro trabalho que relata as
propriedades antiproliferativas desse flavonoide dimérico, isolado pela primeira vez em planta

brasileira por nosso grupo de pesquisa.

Palavras-chave: brachydina F, cancer, flavonoide dimérico.



ABSTRACT

Cancer is a disease with a high mortality rate. Natural products are a rich source of
substances with anticancer properties capable of intermingling in cell proliferation,
differentiation, apoptosis, angiogenesis and metastasis. Despite advances in the development
of antineoplastic therapies, plant-derived chemotherapeutics remain the basis of treatment for
most types of cancer. Among natural substances, flavonoids are a group of secondary plant
metabolites with considerable scientific and therapeutic interest. In recent years, special
attention has been paid to dimeric or biflavonoid flavonoids, which are the result of the
binding of two units of flavone, flavanone, flavanonol, flavanol, aurones or even mixtures
thereof. Because of their promising activities, these substances may pose great potential for
drug development against many diseases, including cancer. Therefore, the antiproliferative
activity of brachydin F, a rare dimeric flavonoid isolated from the roots of Fridericia
platyphylla, was initially evaluated in a panel of five human tumor cell lines: U-251-glioma,
MCF7-breast, 786-0- NCI-H460-lung and PC-3-prostate. As a result, brachydin F reduced
cell growth of all tumor lines evaluated, PC-3 prostate cells being one of the most sensitive to
treatment, inhibiting the migration and replication of PC-3 cells, inducing them to the cell
death process by apoptosis. The results obtained suggest that brachydin F is a promising
substance to be further explored for its antitumor effects. This is the first work that reports the
antiproliferative properties of this dimeric flavonoid, isolated for the first time in a Brazilian

plant by our research group.

Key words: brachydina F, cancer, dimeric flavonoid.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Cancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que t€ém em comum o
crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgdos, podendo espalhar-se
para outras regides do corpo em um processo denominado metdstase. O cancer estd entre as
principais causas de morte no mundo. Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS)
estima que, para o ano de 2030, sdo esperados 21,4 milhdes de casos novos e 13,2 milhdes de
mortes por cancer, em consequéncia do crescimento e do envelhecimento da populacao

(INCA, 2018).

7z

O céancer de prostata é a segunda neoplasia mais comum no mundo entre os homens,
ficando atrds apenas do cancer de pele ndo melanoma. Algumas pesquisas mostram a intima
relacdo entre a incidéncia deste cancer e habitos alimentares, trazendo a nutricdo como um
possivel fator preventivo. Estudos epidemioldgicos evidenciam maior incidéncia do cancro da
prostata em homens com alimentagdo baseada em alto consumo de gordura animal e baixo
consumo de frutas, verduras, grdos, cereais integrais e vegetais ricos em carotenoides

(FITZMAURICE et al., 2013).

O quimioterdpico mais utilizado na clinica para o tratamento do cancer de prostata € o
docetaxel, que possui extensos efeitos colaterais, como neutropenia, trombocitopenia, reagdes
cutaneas, toxicidade hepatica. Outros trés quimioterdpicos também utilizados na clinica sdo a
mitoxantrona e estramustina, que apresentam efeitos colaterais como indugdo de leucemia e
formacdo de codgulos sanguineos, respectivamente (PETRYLAK et al, 2004); e o
enzalutamide, que prolonga a sobrevida global de pacientes com cancer de prdstata
metastitico, porém apresenta efeitos adversos como fadiga e hipertensdao (HUSSAIN et al.,
2018 /BEER et al., 2014). Ja a radioterapia possui um risco de recorréncia em torno de 30-
60% (REIS, 2018). Desta forma, tem sido intensa a busca por novos agentes antineoplasicos
para o tratamento do cancer de prdstata que sejam mais potentes e apresentem menos efeitos
colaterais. Neste contexto, os produtos naturais t€m sido amplamente utilizados para o

tratamento de vérias doengas, inclusive o cancer (RAJESH et al., 2015).

Dentre os compostos naturais destacam-se os flavonoides, um grupo amplo de metabdlitos
secunddrios de plantas polifendlicas (FANG et al., 2010). Estudos desenvolvidos nos ultimos
anos tem mostrado que os flavonoides sdo capazes de inibir a proliferacdo celular, o

crescimento tumoral e a carcinogénese. Tem sido amplamente reportado que os flavonoides
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interferem na inicia¢do, promocao e progressao do cancer, por modularem diferentes enzimas
e receptores responsdveis pela proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose, inflamacao,

angiogénese, metastase e reversdo da resisténcia a maltiplas drogas. (XIAO et al., 2014).

Recentemente, artigos publicados pelo nosso grupo mostraram que a investigacio
fitoquimica do extrato hidroetandlico das raizes de Fridericia platyphylla (sinonimia
Arrabidaea brachypoda) levou ao isolamento de vdrios constituintes: dois derivados
feniletandides glicosilados, dez flavonoides diméricos agliconas e glicosilados, dentre eles a
substancia brachydina F (figura 1), descritos pela primeira vez em uma espécie da flora
brasileira.

Os relatorios cientificos que mencionam esta espécie rica em substincias raras
permanecem insuficientes e requerem investigacdo adicional. As substancias isoladas desta
espécie distinguiram-se de todas as outras porque se enquadram num grupo raro de
flavonoides diméricos, tornando o estudo das propriedades anticancerigenas da brachydina F

ainda mais interessante e favordvel, bem como sem precedentes.

Figura 1- Estrutura quimica da substancia brachydina F isolada da fracdo acetato das raizes de Fridericia

platyphylla.
o HO OH
\\\<§§::;§£://OH
6}

COCH

OCHj,

Fonte: Autor (2019).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1  Os produtos naturais e sua importancia na medicina moderna

Nos dltimos anos, tem aumentado o interesse no aproveitamento de fontes naturais,
principalmente no que se refere as plantas para o uso farmacéutico, sendo que, na ultima
década houve um significativo crescimento no uso de medicamentos fitoterdpicos
(BRESOLIN & CECHINEL FILHO, 2010).

A importancia dos produtos naturais € particularmente evidente nas dreas de cancer e
doencas infecciosas, onde 60% e 75% das drogas, respectivamente, sdo de origem natural
(NEWMAN et al., 2003).

A utilizacdo de produtos naturais de plantas e seus constituintes quimicos, a fim de
descobrir e desenvolver medicamentos anticancerigenos ainda estd viva e mais de 50% das
drogas em ensaios clinicos para a atividade anticancer foram isoladas a partir de fontes
naturais ou estdo relacionados a eles (Newman e Cragg, 2016). De entre os produtos naturais,
compostos derivados de plantas t€ém sido uma importante fonte de varios agentes anticancer
clinicamente uteis (CRAGG et al., 2005).

O cancer continua a ocorrer entre as populacdes de paises de todo o mundo. De acordo
com recentes numeros globais, houve mais de oito milhdes de mortes por cancer em 2012, das
quais cerca de 65% ocorrem em paises em desenvolvimento. Segundo o Instituto Nacional de
Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) os tipos de cancer mais incidentes no mundo
foram pulmao, mama, intestino e prostata. No Brasil, no biénio 2018-2019 teve a ocorréncia
de 600 mil casos novos de cancer, para cada ano, com tendéncia do surgimento de 68.220
novos casos de prostata. O cdlculo global corrigido para o sub-registro, segundo Mathers et
al., aponta a ocorréncia de 640.000 casos novos de cancer. Essa estimativa reflete o perfil de
um pais que possui os canceres de prostata, pulmdo, mama feminina, célon e reto entre os
mais incidentes, sendo o cancer de prdstata e mama feminina os mais frequentes. Esses

valores correspondem a um risco estimado de 66,12 casos novos a cada 100 mil homens.

Os produtos naturais isolados e seus andlogos tém sido usados na medicina moderna por
muitas décadas como agentes quimioterdpicos, aproximadamente 50% das moléculas
aprovadas para quimioterapia sdo de origem natural (REN, 2019). As plantas, especialmente
aquelas do cerrado, sdo potencial fonte de moléculas lideres para esses tratamentos (TTUMAN

etal., 2011; SAHA et al., 2011).
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2.2 Cerrado e suas potencialidades na quimica de produtos naturais bioativos

O cerrado brasileiro é reconhecido como a savana mais rica do mundo, abrigando 11.627
espécies de plantas nativas ja catalogadas. Existe uma grande diversidade de habitats, que
determinam uma notavel alternancia de espécies entre diferentes fitofisionomias. O cerrado é
o segundo maior bioma da América do Sul, ocupando uma 4rea de 2.036.448 km?, cerca de
22% do territério nacional. A sua drea continua incide sobre os estados de Goids, Tocantins,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia, Maranhdo, Piaui, Rondonia, Parana,
Sao Paulo e Distrito Federal, além dos encraves no Amapd, Roraima e Amazonas (BRASIL,
2018).

A riqueza dos metabdlitos no bioma cerrado tem sido reportada na literatura, em diversos
relatos de atividade em modelos bioldgicos, a figura 2 mostra as substancias isoladas em
espécies nativas do Cerrado. O extrato hexanico da casca da raiz de Simarouba versicolor
levou ao isolamento da glaucarubinona fig. 2 (a), substincia bastante ativa sobre as células de
cancer, apresentando resultados inéditos sobre as células HL-60 (leucemia), SF-295

(gliobastoma) e HCT-8 (c6lon) (MESQUITA, 2009).

Figura 2 - Substancias isoladas de plantas do cerrado com potencial biofarmacolégico.

(a) Glaucarubinona

(b) Lapachol

0]
X3
2
OH
(d) Acido gélico

O OH

HO OH
OH
Fonte: Mesquita, 2009; Rodrigues et al 2005; Espindola et al 2004; Sa et al 2018; Lido et al 2008; Cunha et al

2012.
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Essas substancias apresentam alto impacto em vdrias dreas, como agropecudria, industria
farmacéutica e cosmética. Embora com uma rica diversidade vegetal, o cerrado ainda é pouco
explorado e estudado. O interesse da comunidade cientifica é ainda maior diante do cendrio de
desmatamento e da perda de biodiversidade do bioma. Dentre vdrias espécies com potencial

quimico e biolégico daremos destaque a Fridericia platyphylla.

Fridericia platyphylla (figura 3) é um arbusto nativo do cerrado brasileiro, possui entre
1,0 e 2,0m de altura, abundantemente ramificado, com folhas simples e flores roseo-roxas em

inflorescéncias terminais (ALCERITO et al., 2002; GARCIA, 2008).

Figura 3- Fridericia platyphylla (1) com detalhe do caule (2) e raiz (3).

Fonte: Autor (2019).

2.3  Familia Bignoniaceae e género Fridericia

A familia Bignoniaceae é composta por 120 géneros e 800 espécies (NOGUEIRA, 2015)
de plantas arbustivas, arboreas e trepadeiras (PAULETTI, 2004). Plantas desta familia se
situam em diversos habitats do territdrio brasileiro, desde a Mata Atlantica at€é o Cerrado,
sendo, amplamente encontrada no pais. Além de ser utilizada em diversos ramos, sendo o
principal deles na construcdo civil e carpintaria. (PAULETTI, 2004). As plantas mais
exploradas no Brasil sdo as do género Fridericia.

O género Fridericia, também pertencente a familia Bignoniaceae, € frequentemente

encontrado na América tropical, do México a Argentina (LIMA et al., 2003), e é o maior
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género da tribo Bignonieae com aproximadamente 100 espécies. Sua taxonomia € complexa,
pois muitas caracteristicas diagnosticadas neste género sdo compartilhadas com espécies de
outros géneros. O género mais préximo morfologicamente € o Cuspidaria, o qual se diferencia

de Fridericia pelos lacinios do cdlice mais alongados (GARCIA, 2008).

Na medicina popular, ervas do género Fridericia sdao utilizadas para diversos fins
terapéuticos como adstringentes, tratamentos de inflamacdes, além de possuir propriedades
antimicrobianas e antitumorais (ROCHA, 2014). Apesar de ser muito utilizada, hd poucos
estudos que relatam suas particularidades quimicas, sendo isto, fundamental para a
caracterizacao de uma espécie.

Estudos realizados por ROCHA e colaboradores (2011) demonstraram que os extratos das
raizes da Fridericia platyphylla possuem atividade analgésica efetiva e uma pronunciada
atividade anti-inflamatéria em modelos animais in vivo. Em 2015, ROCHA confirmou a a¢ao
anti-inflamatoéria do extrato da raiz e evidenciou a presenga triterpenos na espécie. No ano
seguinte ROCHA (2016) apresentou os efeitos gastroprotetores do extrato da raiz da

Fridericia platyphylla através de evidencias da citoprotecdo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade anticancer do flavonoide dimérico brachydina F, isolado da

espécie vegetal Fridericia platyphylla L na linhagem PC-3 (préstata).

3.2 Objetivos especificos

Obter o extrato hidroetandlico 70% das raizes de Fridericia platyphylla L;

Isolar em escala preparativa a substancia brachydina F;

Avaliar o potencial in vitro do flavonoide dimérico brachydina F na linhagem tumoral
PC-3 pelo método colorimétrico 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-i1)2,5- Difenil Brometo de
Tetrazoilium (MTT), ensaio de migracdo celular (cicatriza¢do de feridas), ensaio de
formacdo de coldnias (ensaio clonogénico) e quantificacdo de células em estigios de

apoptose.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1  Procedimentos Fitoquimicos

4.1.1 Coleta e preparo do extrato

As raizes de Fridericia platyphylla foram coletadas em abril de 2018 na Fazenda Sant'Ana
da Serra em Jodo Pinheiro, Minas Gerais, Brasil. A planta foi identificada no Herbario José
Badine da Universidade Federal de Ouro Preto pela botanica Dra. Maria Cristina Teixeira
Braga Messias. Um voucher (n ° 17.935) foi depositado no Herbdrio da Universidade Federal
de Ouro Preto em Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil. A autorizacdo para coleta e estudos
cientificos foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrim6nio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o nimero A451DE4.

As raizes (1000g) foram secas a 50 °C em estufa por 72 h e trituradas em moinho de facas.
O p6 obtido foi extraido com etanol/dgua (7:3) por meio de percolacdo exaustiva. Apds a
extracdo, o liquido extrator foi evaporado sob pressao reduzida, em temperatura inferior a 50
°C. O extrato foi transferido para frascos de vidros e, posteriormente, liofilizado para

completa remogdo do solvente, produzindo 200,0 g de extrato hidroetandlico.

4.1.2 Particao Liquido/Liquido

O extrato hidroetandlico 70% foi dissolvido em dgua/metanol (7:3) e particionado com
acetato de etila, em seguida as fases aquosa e acetato de etila foram concentradas em
evaporador rotativo em temperatura inferior a 50 °C e liofilizadas para remog¢ao completa dos
solventes, obteve-se um rendimento de aproximadamente 35% (70g) para fase aquosa e 65%

(130g) para a fracdo acetato com base na massa seca.

4.1.3 Fracionamento da fase acetato

A fase acetato (5g) foi fracionada em uma coluna de vidro, preenchida com um adsorvente,
silica gel 60 (0,063- 0,200 mm). O empacotamento da coluna foi realizado com hexano e
acetato de etila e (4:6, v/v) e em seguida ocorreu a aplicacdo via seca da amostra no topo da
coluna. Um gradiente de polaridade crescente de solventes foi usado como fase movel
hexano/acetato de etila e acetato de etila/metanol. No total foram obtidas 515 fracdes que em
seguidas foram analisadas por cromatografia em camada delgada e agrupadas de acordo com

a semelhanca do perfil.


https://sisgen.gov.br/paginas/home.aspx
https://sisgen.gov.br/paginas/home.aspx
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4.1.4 Analise das fracoes por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-
UV/vis)

O grau de pureza das substancias foi analisado por CLAE-UV/vis, modelo Shimadzu
(Shimadzu Corp. Quioto, Japao), constituido por um médulo de bombas binario, detector UV-
VIS (SPA-10A) com coluna Luna 5um C18 100 A (150 um x 4,6 pum). Os solventes de
eluicdo A (Agua e Acido acético a 1%) e B (Metanol). As amostras foram eluidas de acordo
com o seguinte gradiente: 10% a 70 % de B em 70 min a um fluxo de ImL/min. O volume de
injecdo da amostra foi de 20 pL. Os dados foram coletados e processados utilizando o

software LC Solution.
4.1.5 Caracterizacao quimica por Espectrometria de Massas (ESI/MS)

Os experimentos de espectrometria de massa foram realizados em LCQ Equipamento de
Frota (Thermo Scientific) equipado com um dispositivo de insercdo direta da amostra via
andlise por injecio em fluxo (FIA). A matriz estudada foi analisada por ionizacdo por
eletrospray (ESI), a fragmentacdo em miltiplos estigios (MS?, MS? e MS") foi realizada em
uma interface de prisdo de ifon (IT). O modo negativo e positivo foi selecionado para a
geracdo e andlise dos espectros de massa para primeira ordem (MS) e para os demais
experimentos multe estdgios nas seguintes condi¢des: tensdo capilar, 25 V; Voltagem spray, 5
kV; e temperatura capilar, 275 °C. Um gés de arraste (N2) com um fluxo de 8 unidades
arbitrdrias (A.U.), e o gés de colisdo foi o hélio (He). A aquisi¢do da faixa foi m/z 100-1000.
O software Xcalibur versdo 1.3 (Thermo Finnigan, Waltham, MA) foi usado para adquirir e

processar os dados.

4.1.6 Caracterizacio por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H.

Os dados espectroscépicos de RMN foram registados num espectrometro Varian Inova
500 MHz (Varian, Palo Alto, CA, EUA). Os deslocamentos quimicos sdo referidos em partes
por milhdo (8) usando o sinal residual do tetrametilsilano (TMS), CD3OD sinais (6u 3.34)
como padrdes internos para RMN de 'H e as constantes de acoplamento (J) sdo relatados em

Hz.
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4.2  Avaliacao do potencial anticancerigeno de brachydina F

4.2.1 Linhagens para os testes da avaliacao anticancerigena

As linhagens tumorais humanas comerciais foram adquiridas do American Type Cultura
Collection — ATCC (U251 - gliobastoma, MCF-7 - mama, 786-0 — rim, NCI-H460 - pulmao e
PC-3 — prostata) e a nao tumoral (HaCat — queratinécito). Os testes foram realizados em
parceria com a Profa. Dra. Giovanna Barbarini Longato do Laboratério de Pesquisa em
Biologia Celular e Molecular de Tumores e Compostos Bioativos — Universidade Sao

Francisco — Braganca Paulista/ SP.

4.2.2 Congelamento e descongelamento de células

As células foram cultivadas em frascos de 75 cm? (Kasvi) e o volume final de suspensao
celular foi congelado em criotubos (Kasvi) mantidos no nitrogénio de 1x10° cels/mL. O
descongelamento das células foi realizado sempre que houve a necessidade de renovacio ou
obtencdo de células em passagem adequada para os experimentos. Para tanto, os criotubos
contendo as células foram descongelados a temperatura ambiente, seu conteudo transferido
para um tubo de centrifuga de 15 mL (Kasvi) e o volume deste completado para 10 mL com
meio de cultura RPMI-1640 (Lonza) contendo 5% de soro fetal bovino (FBS (Nutricel)) e 1%
penicilina-estreptomicina (PS (Nutricell)), para lavagem do DMSO (Fisher Scientific)
utilizado no congelamento. A suspensdo foi entdo transferida para frascos de manutencao de

25 cm? (Corning) e incubada a 37°C em atmosfera de 5% de CO, em ambiente imido.
4.3  Ensaios in vitro

4.3.1 Avaliacao de atividade antiproliferativa

Para este ensaio, foi utilizado o método colorimétrico 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-i1)2,5- Difenil
Brometo de Tetrazoilium (MTT (Sigma)) descrito por MOSMANN (1983) que consiste em
avaliar indiretamente a viabilidade celular pela atividade enzimatica mitocondrial das células
vivas. A suspensdo celular foi preparada em meio RPMI-1640 contendo 5% de FBS e 1% de
PS e ajustada em densidade de inoculacdo de 5000 células/pogo. Foram inoculados 100 uL de
suspensdo celular em placas de 96 compartimentos, incubadas por 24 horas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO» e ambiente imido. Foi também preparada uma placa controle (placa
TO), que continha todas as linhagens celulares utilizadas no experimento. Apds 24 horas, a
amostra foi adicionada nas concentragdes de 1,6; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL, (100
pL/compartimento) em triplicata e, a seguir, incubadas por 48 horas a 37 °C em atmosfera de

5% de CO; e ambiente imido. Como controle positivo foi utilizado o quimioterdpico
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doxorrubicina (Eurofarma), nas concentracdes de 0,16; 0,31; 0,62; 1,25; 2,5; 5 e 10 pg/mL
(100 pL/compartimento), em triplicata. As células inoculadas na placa controle TO foram
coradas com MTT para determinagdo da quantidade de células presentes no momento de
adicao das amostras, sendo este o valor basal 0. Ap6s 48 horas de tratamento, as células
tratadas foram entdo coradas com MTT, sendo entdo descontado o valor basal O.

Os dados de absorbancia foram analisados e compilados na elaboragdo de gréficos
relacionando a porcentagem de crescimento celular com a concentracdo da amostra. Através
do software Origin® (OriginLab), foi feita a regressdo linear das curvas obtidas com as
médias da porcentagem de crescimento e foram calculados os valores de Glso (50% de
inibi¢do do crescimento), que refere-se a concentracdo minima necesséria para inibir 50% do
crescimento celular (utilizado para amostras citostaticas). Esse parametro é utilizado para
comparar a poténcia da amostra e evidenciar a seletividade da mesma. Por meio deste ensaio
foi determinada a linhagem celular PC-3 (préstata) para continuacdo dos estudos de atividade

anticancer.

4.3.2 Ensaio de migracao celular (cicatrizacao de feridas)

O ensaio de cicatrizacao de feridas é amplamente utilizado para o estudo das caracteristicas
da migracdo celular, assim como para a validacdo de moléculas, que podem interferir no
processo migratorio. Para sua execucdo as células da linhagem PC-3 foram semeadas em
placas de 6 compartimentos (COSTAR®) na densidade entre 5x10° e 1x10° e, ao atingirem
100% de confluéncia (cerca de 24 horas), foram feitas duas ranhuras em paralelo dentro de
cada poco. A seguir, quatro regides selecionadas foram fotografadas em um microscopio
contendo uma camera acoplada e as amostras foram adicionadas. Novas imagens, sempre das
mesmas regides, foram adquiridas ao longo de 24 e 48 horas apds tratamento com DMSO
(1%) e brachydina F (em concentracao Glsp). Além disso, a distancia entre as duas margens
das ranhuras foram medidas. Os resultados estdo sendo expressos como a média das
porcentagens de fechamento desta ranhura com auxilio do Image J, utilizando a férmula: (A
inicial — A final) / (A inicial) x 100 = % de cicatrizac¢do da ferida, sendo A, a medida da area

entre as bordas (YUE et. al., 2010).
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4.3.3 Ensaio de formacao de colonias (ensaio clonogénico)

Para avaliar a capacidade dos compostos em inibir a replicacdo da linhagem PC-3, foi
realizado o ensaio de formacdo de colonia, conforme descrito por RAFEHI et., al. (2011).
Para isto, 5000 células da linhagem PC-3 foram semeadas em meio dgar em placas de 6
compartimentos, de forma a impedir a aderéncia destas células ao poco. A cada trés dias
foram realizados o tratamento com DMSO (1%) e brachydina F (em concentracdo Glso),
diluidas em meio de cultura sem soro. Apés 21 dias em cultura, as coldnias foram fixadas
com formaldeido 0,005% (Exodo Cientifica) e coradas com cristal violeta (Nuclear). Os
pocos foram fotografados e as imagens foram analisadas no software Image J, para

quantificacdo das coldnias.

4.3.4 Quantificacao de células em estagios de apoptose

Este teste baseia-se na marcacio dupla por anexina V e 7-amino-actinomicina D (7-AAD).
A anexina V € uma proteina ligante de fosfolipidio com elevada afinidade por fosfatidilserina
que se localiza na face interna da membrana plasmadtica de células vidveis. Na fase inicial do
processo apoptotico, as moléculas de fosfatidilserina s@o translocadas para a face externa e
ficam disponiveis para a ligagcdo com anexina V, marcando, portanto as células em apoptose.
O 7-AAD liga-se ao DNA da célula e atua como um indicador de integridade estrutural de
membrana ja que nio € capaz de marcar células vidveis e em apoptose inicial. As células da
linhagem PC-3 foram inoculadas em placas de 6 compartimentos numa densidade de
inoculagdo entre 1x10° e 1x10° cel/mL em meio RPMI + 5% de SFB e 1% de PS, mantidas
em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO: e ambiente imido. Apds 24 horas do
tratamento com DMSO e brachydina F (em concentragdo Glso), foram transferidos 100 pL de
amostra a uma placa de 96 compartimentos com fundo em ‘U’ (round bottom) e adicionados
100 puL de Guava Nexin Reagent (Merck/Millipore), durante 20 minutos no escuro e entdao a
placa foi analisada em citometro de fluxo GuavaEasyCyte SHT Benchtop Flow Cytometer,

Millipore®, Billerica, MA, EUA.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo da substiancia isolada da fase acetato do extrato EtOH 70% das

raizes de Fridericia platyphylla

Para a obten¢do das informacdes sobre a composi¢do quimica da fase acetato e melhor
identifica¢do dos constituintes da Fridericia platyphylla, uma anélise por CLAE-UV/Vis foi
realizada. O perfil cromatografico (Figura 4) apresenta a substdncia brachydina F, cujos

espectros no UV corresponde a um flavonoide dimérico incomum.

Figura 4 - Cromatograma de separacdo por CLAE-UV/Vis dos constituintes quimicos presentes no extrato

EtOH 70% das raizes, fase DCM, fase acetato e a fracdo contendo a brachydina F isolada , de F. platyphylla.
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De acordo com o perfil cromatografico da fracdo contendo brachydina F, pode-se
inferir que a substancia foi isolada. O espectro na regido do ultravioleta revelou a presenca de
uma substancia fendlica caracteristico dos flavonoides dimericos (Rocha et al.,2014).

Os espectros de massa de baixa e alta resolugdo (figura 5 e 6 respectivamente)
revelaram um fon molecular [M+H]* de razdo massa carga igual a 913,05 ¢ [M-H] de
889,2586 Da, respectivamente. Esses dados estdo de acordo com a férmula molecular
C45Hs5019, confirmando a estrutura de brachydina F, cujo mecanismo de fragmentagdo esta

representado na figura 6.

Figura 5- Espectro de massa de baixa resolugdo no modo positivo da brachydina F [(M+H+ Na+): 913.05].
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Figura 6 - Espectro de massa de alta resolu¢do no modo negativo da brachydina F [ (M-H) : 889.2559].
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Figura 7- Proposta de fragmentac@o da brachydina F no modo negativo.
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Para confirmar a estrutura o espectro de RMN de 'H (tabela 1) da substancia revelou
dados espectrais semelhantes aqueles encontrados para brachydina B pulicados por Rocha et
al 2014, com excecdo de sinais a mais correspondentes aos protons anoméricos a OH 4,94
(1H, d, J = 6,0 Hz, 3-GIcA-H-1") ¢ 4,98 (1H, d, J = 7,0 Hz, 10-GlcA-H-1). Com base nesses
resultados, a substancia foi identificada como um flavonoide dimérico diglucuronato
(brachydina F), corroborando com os dados propostos por espectrometria de massas e aqueles

publicados por Rocha et al, 2017.
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Tabela 1- Resultado da estrutura brachydina F no espectro de RMN 'H.

Posicio brachydina B brachydina F
oH (J em Hz) on (J/ em Hz)
2 6.08 d (2.1) 6.40d (2.1)
3 ) )
4 594d2.1) 6.26d (2.1)
6 4.77d(11.3) 4.77d(11.3)
6° 2.19dr(11.3,1.9) 2.26dd (11.3,2.4)
7 3.17d (5.6) 3.23d(5.5)
9 6.05d (2.1) 6.36d (2.1)
11 5.98d(2.1) 6.29d (2.1)
120 527d(23) 5324 (2.4)
2,6’ 7.23 d (7.0) 7.24m
3,5 7.38m 7,39 m
4’ 7.38 m 7.39 m
A 5.99 dd (15.8, 5.6) 6.02 dd (15.8, 5.5)
B 5.83 dd (15.8, 1.6) 5.83d (15.8)
2", 6" 7.11d (8.8) 7.15d (8.8)
3" 5" 6.75 d (8.8) 6.77 d (8.8)
OMe-1 379 s 3.845s
OMe-8 3.62s 3.66 s
OMe-4" 3.73 s 3.74 s
3-GlcA-H-1° - 494 d (6.0)
2,3 - 3.53m
4’ - 3.59m
5 - 3.89d(9.5)
10 -GIcA — H-1’ - 498 d (7.0)
2,3 - 3.52m
4 - 3.62m
5 - 3.95d(9.6)
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Figura 8- Espectro de RMN 'H da brachydina F em CD;0D.

Fonte: Autor (2019)

5.2  Atividade da brachydina F em ensaios in vitro

5.2.1 Atividade antiproliferativa da brachydina F pelo método colorimétrico MTT

A atividade antiproliferativa (figura 9) da substancia brachydina F foi avaliada em cinco
linhagens para efeito de triagem (tabela 2) de células tumoral (cérebro, mama, rim, pulmao,
prostata e uma linhagem celular ndo tumoral - queratindcitos) utilizando o método
colorimétrico MTT. A partir das curvas obtidas para avaliar o efeito antiproliferativo da
amostra, calculou-se a média dos valores de Glso, isto €, a concentracdo minima necessaria

para inibir 50% do crescimento celular.

A tabela 3 mostra o valor de Glsop (expressos em uM) obtido nas linhagens tumoral e nao
tumoral. Como observado, todas as linhagens mostraram-se sensiveis a substancia brachydina
F, ou seja, exibe uma potente atividade antiproliferativa. Na figura 9, € possivel observar que
a linhagem de células prostaticas PC-3 teve seu crescimento celular bastante reduzido apds o
tratamento com brachydina F. Através deste resultado e o fato de que ainda existem poucas
opg¢Oes de tratamento para o cancer de prostata e considerando que os existentes sao muito

toxicos, deu-se continuidade aos estudos realizando os testes de migragdo e replicacdo celular.
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Figura 9- Atividade antiproliferativa da brachydina F para o ensaio realizado em cultura de célula

Tabela 2- Linhagens células utilizada para ensaio in vitro. tumoral humana, relacionando a porcentagem de crescimento versus concentracio, ap6s 48 horas de
incubacio.
SIGLA TIPO HISTOLOGICO 100 4@ - -
. e S ; R \\
U251 Glioblastoma 75 - . N \\
] A N\
. -\
MCF7 Adenocarcinoma de mama 50 4 - e = WO A -
e\
— O\ N\
: . 2 25 W\
786-0 Adenocarcinoma de rim = \\ -
-— ~ \‘-\
= B Y
NCI- Carcinoma de pulmaio - tipo ndo 5 0 N, > X
H460 pequenas células = 1 N A&
8 -25 o - \ -—_ o - —$
PC-3 Adenocarcinoma de prostata 1 |=u-=2s N
-50 4 |[—e—wmcF7 -— ~—=
—A— 786-0
T —— NCI-H460 - -
f AT = -75 —¢— PC-3
HACAT Queratindcito (ndo tumoral) i)
=100 45— : —————rry v ———————r v
10 100

Concentration (M)

Tabela 3- Resultado da concentragdo minima de brachydina F necesséria para inibir 50% do crescimento celular (Glso).

U251  MCF7 786-0  NCI-H460 PC-3 HACAT
BrachydinaF 149433 128+1,8 12,6¢13 10416 10,7203 8,7+ 1,4
Cloridrato de
9,1%3,1 12+0,1  0,6+0,0 28+0,1 6,6+ 1,1 2,3+ 1,8

Doxorrubicina
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5.2.2 Brachydina F previne a migracao e invasao celular na linhagem celular PC-3.

Como podemos observar na figura 10A-9D ha uma diferenca significativa entre os
tratamentos. A brachydina F (figura 10 C e 10 D) preveniu a migracdo celular mantendo a
ranhura, enquanto as células tratadas com DMSO (figura 10A e 10B), repovoando o local.
Apenas 13,2% da ranhura foi fechada apds 48 horas de exposicdo a célula PC-3 com a
substancia brachydina F. O controle de DMSO induziu fechamento de 70,3 + 8,4% no tempo
avaliado (figura 10E). Os dados do ensaio de formacdo de col6nia mostraram que a
brachydina F (figura 10G) foi capaz de reduzir o nimero de coldnias de células PC-3 em mais
de 77% quando comparado ao controle DMSO (figura 10F). Na Figura 10H, afirma-se
claramente que o nimero de colonias formadas apds o tratamento com o controle de DMSO

foi maior do que o nimero de colonias formadas apds tratamento com brachydina F.

Figura 10: A-D - Fotomicrografias de células PC-3 as Oh (A e C) e apds 48h de tratamento com DMSO (B) e 11
puM de brachydina F (D). E - Porcentagem de fechamento da ranhura na linhagem PC-3 ao longo do periodo de
tratamento (24h e 48h) com DMSO e 11 uM de brachydin F. ** p <0,01 (ANOVA, teste de Tukey). F-G -
Fotografias de colonias de PC-3 tratadas com DMSO (F) e 11 uM brachydina F (G) apds 21 dias. H — Nimero
de coldnias de PC-3 formadas ap6s 21 dias de tratamento com DMSO e 11 uM brachydina F *** p <0,001 (teste
T).
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5.2.3 Brachydina F induziu morte celular na linhagem celular PC-3

Os dados da anexina V-PE / 7TAAD (figura 11) revelam que a brachydina F levou a
um aumento de células marcadas com anexina (de 13,6%=%1,2 a 259%+2,4%) com
consequente declinio em células vidveis (de 75,1 = 0,1 a 62,5% + 0,6). Estes resultados
sugerem que o mecanismo de acdo da substancia brachydina F deve estar envolvido com a

morte celular por apoptose na linhagem de préstata PC-3.

Figura 11: Gréficos de dados de A-B - Anexina V-PE / 7AAD obtidos para tratamento com DMSO (A) e 11 uM
de brachydin F (B). C - Aumento de células marcadas com anexina com consequente declinio de células vidveis
promovidas pela substancia brachydin F * p <0,05 (ANOVA, Bonferroni).
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Os produtos naturais de plantas representam uma fonte muito rica para a descoberta e
desenvolvimento de drogas anticancerigenas (Bishayee e Sethi, 2016). As plantas estdo
disponiveis em abundéncia e oferecem as grandes possibilidades de encontrar substincias de
interesse terapéutico. A literatura mostra que os flavondides sdao capazes de inibir a

proliferagdo, migragdo e invasdo de células de diferentes tumores.

Dados sobre a atividade antiproliferativa de flavondides biflavondides t€m sido
recentemente relatados na literatura, no entanto ainda € muito limitado dado sobre essa classe
quimica. Amin et al., (2018) mostraram que os biflavonoides isolados do bulbo da espécie A.
Ascalonicum tem atividade anticancerigena e antibacteriana, uma vez que inibe proliferacao
de uma forma de dose dependente.

O flavonéide dimérico brachydina F estudado pelo nosso grupo mostrou potente atividade
antiproliferativa para a linhagem tumoral de prostata. Considerando a escassez de opcdes de

tratamento para o cancer de préstata, essa linhagem refor¢a a necessidade de continuar os
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estudos acerca do seu mecanismo de acgdo, tendo em vista a relevante propriedade
anticancerigena.

Os resultados obtidos mostraram que a substancia brachydina F inibe a migragcdo e
replicacdo de células tumorais da prostata, induzindo-as ao processo de morte celular
apoptética. Este € o primeiro trabalho que relata as propriedades antiproliferativas do
flavon6ide dimérico brachydina F, isolado pela pimeira vez em planta brasileira por nosso
grupo de pesquisa. Em razdo da escassez de relatos de atividade biolégica envolvendo esse
tipo de esqueleto estrutural, foi realizado um levantamento na literatura sobre a classe das
chalconas que sdo precursoras dos flavondides diméricos encontrados em Fridericia
platypylla. Esse levantamento foi realizado na tentativa de comprender o potencial anticancer
apresentado por brachydina F.

As chalconas sdo compostos precursores da via de biossintese dos flavondides. O termo
chalcona € utilizado para caracterizar uma familia de compostos que possuem como ntcleo
fundamental o 1,3-diarilpropano, modificado pela presenca de uma ligacdo olefinica, de um
grupamento cetona e/ou de um grupamento hidroxila, com dois anéis aromaticos, unido a a, 3

insaturados (figura 12). (LAWRENCE, 2006)

Figura 12: Estrutura bésica das chalconas.

0]

Fonte: Autor (2019).

As chalconas t€m por caracteristica a pigmentacdo amarela e ocorrem em todas as
partes das plantas, incluindo frutos, flores, folhas, raizes e caules. Dentre os flavonoéides, as
chalconas tém sido relatadas como compostos atraentes com propriedades quimioprotetoras e
antitumorais. Encontram-se na literatura diversas referéncias da atividade citotéxica de
chalconas (Go et al., 2005) em varios tipos de células de tumores s6lidos, como de melanoma
(Nam et al., 2003; Pati et al., 2005; Navarini et al., 2006), de cancer de colon (Nam et al.,
2003; Bhat et al., 2005; Cabrera et al., 2007; Liu e Go, 2007), de mama (Xia et al., 2000;
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Nakamura et al., 2002; Potter e Butler, 2003; Won et al., 2005; Modzelewska et al., 2006;
Cabrera et al., 2007; Liu e Go, 2007), de pulmdo (Xia et al., 2000; Nakamura et al., 2002;
Bhat et al., 2005; Tatsuzaki et al., 2006; Srinivasan et al., 2009), de ovario (Xia et al., 2000;
Nakamura et al., 2002; Bhat et al., 2005), de préstata (Bhat et al., 2005), de figado (Bhat et
al., 2005), de estomago (Nakamura et al., 2002), de rim (Cabrera et al., 2007) e do sistema
nervoso central (Xia et al., 2000; Bhat et al., 2005). Sao encontrados também estudos que
apontam chalconas como potentes agentes antiangiogénicos, inibindo a formagdo de novos
capilares sanguineos que irrigam os tumores (Robinson et al., 2005; Mojziz et al., 2008), e
como antiproliferativas, por inibicdo da tubulina (Lawrence e MacGown, 2005; Kim et al.,
2006). Outras pesquisas também referenciam a atividade de chalconas como promotoras de
apoptose de células tumorais aderidas, por despolarizacdo da membrana mitocondrial (Jung et
al., 2006) e por interferéncia nas vias de sinalizagdo apoptéticas, como ativacido de caspases
(HENMI, et al., 2009).

Mediante os dados expostos e a insuficiéncia de relatorios cientificos que mencionam
a espécie estudada e a fim de propor discussdes de relacio estrutura-atividade da brachydina F
em células tumorais, tomamos como base inicial a presenca de chalconas, uma vez que a
brachydina F possui esse tipo de estrutura no seu esqueleto base, e no efeito do substituinte de
um de seus anéis aromdticos, pois estudos relatam baixos valores de ICso de chalconas e
biflavonoides quando estes apresentam em sua estrutura grupos OH com substituintes, logo a
atividade antiproliferativa da brachydina F pode esté relacionada com a presenca dos grupos

hidroxilas presentes dos acidos glucurdnicos.

6. CONSIDERACOES FINAIS

O flavonoide dimérico brachydina F, isolado das raizes de Fridericia platyphylla
demonstrou atividade antiproliferativa, pro-apoptoética, inibicdo da migracdo e replicacdo
celular na linhagem tumoral prostitica humana. Os resultados aqui apresentados para a
substancia, s@o inéditos e reforcam a necessidade de investigagdes adicionais sobre o seu

mecanismo de acdo, tendo em vista a relevante propriedade antiproliferativa evidenciada.

Essa pesquisa € de grande relevancia para o campo cientifico nacional, uma vez que
representa um incentivo para a exploracdo e valorizacdao do Cerrado brasileiro, de forma que o

produto intelectual aqui gerado podera proporcionar um produto biotecnolégico.
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