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RESUMO

LIMA, MILENE CONCEICAO, Universidade Federal de Pelotas, Julho de 2005. Efeitos
Antiproliferativos de extratos de Jodina rhombifolia Hook. et Arn. e de Carapa
guianensis Aubl. em cultivo “in vitro” da linhagem celular MCF-7 de
Adenocarcinoma de mama humano. Orientadora: Profa. Dra. Fatima T. Alves Beira.

Jodina rhombifolia Hook. et Arn. também conhecida como “cancorosa de trés
pontas”, € uma espécie da familia Santalaceae, nativa do Sul do Brasil, largamente
empregada na medicina caseira do sul do pais sobre uUlceras crbnicas, carcinomas e
outros ferimentos infectados. JA a Carapa guianensis Aubl. conhecida como “andiroba”,
€ uma espécie da familia Meliaceae, nativa de toda regido Amazodnica, apresentando
uma larga aplicagdo na medicina popular como antiinflamatoria, antibacteriana,
antiartritico, antitumoral e antifingico. O presente estudo investigou os efeitos
antiproliferativos de extratos e fragdes das folhas da planta Jodina rhombifolia Hook. et
Arn. e extratos do 6leo da semente da Carapa guianensis Aubl. em cultivo “in vitro” da
linhagem celular MCF-7 de adenocarcinoma de mama humano. Esta linhagem celular
foi cultivada em meio RPMI 1640 suplementado com SBF a 10% e mantida a 37°C. Os
extratos de Jodina rhombifolia Hook. et Arn. foram preparados por decoccdo e
liofilizacdo, originando o extrato aquoso, o qual foi diluido em agua pura para uso. A
planta residual | resultante deste procedimento foi macerada originando filtrados e a
planta residual Il. Estes filtrados foram reunidos e liofilizados originando o extrato
metandlico, o qual foi diluido em DMSO. A planta residual 1l foi macerada e liofilizada
originando o extrato cloroférmico, também diluido em DMSO. O fracionamento do
extrato metandlico foi realizado através de uma particdo (L/L), originando as fraces
metandlica e hexanica, diluidas em DMSO. Os extratos de Carapa guianensis Aubl.
foram preparados por maceracao, destilacdo simples e extracdo no Soxhlet, originando

r de petroleo, diluido em DMSO. Amostras foram submetidas aextracéo
sob refluxo e decantacdo, obtendo-se o extrato metandlico, diluido em &gua pura.
Extratos destas plantas revelaram atividade antiproliferativa frente a linhagem celular
MCF-7. O extrato metandlico de Jodina rhombifolia Hook. et Arn. apresentou atividade
antiproliferativa e provocou morte celular, sendo mais ativo que 0 extrato aquoso e o
cloroférmico. As fracbes metandlica e hexanica desta mesma planta apresentaram
resultados irregulares sobre a proliferacdo celular. O extrato de éter de petrdleo de
Carapa guianensis Aubl. apresentou atividade antiproliferativa, sendo mais efetivo que
o0 metanolico que nao inibiu a proliferacdo celular, mas sim aumentou o crescimento.
Com isso, o valor dos produtos naturais e seus componentes derivados sdo de extrema



(RIVERA-FILLAT & GRAU-OLIETE, 1995).

A via de aproximacdo utilizada na identificacdo de farmacos antineoplasicos
derivados de plantas € basicamente “screning” ao acaso, home quando se desconhece
0 mecanismo e os alvos celulares de acao dos produtos ensaiados. Quando algum dos
extratos derivados dos produtos naturais demonstra atividade frente aos modelos
tumorais experimentais adequados, fraciona-se até identificar o principio ativo

pelo efeito e obtencdo de derivados semi-sintéticos ou sintéticos, que

melhorem sua acdo e/ou reduzam sua toxicidade e os custos de producdo. O
fracionamento dos extratos e a purificagéo das fracbes obtidas devem ser orientados em
itumoral demonstrado nos modelos experimentais, que sejam

representativos da possivel atividade biologica que finalmente se quer obter. Ainda que,
qualquer planta possa ser objeto de identificagcdo ao acaso dos componentes com
potenciais de atividade antitumoral, uma selecéo prévia das plantas a serem estudadas

pode estar baseado nos conhecimentos adquiridos através da medicina popular (BEIRA,
2000).

Jodina rhombifolia Hook. et Arn., conhecida popularmente no Brasil por
“cancorosa”’, “cancorosa de trés pontas”’, “erva cancorosa’, estd entre as plantas
utilizadas na medicina popular no tratamento de distintas enfermidades. Suas folhas e
ramos sdo empregados na medicina caseira do sul do pais contra resfriados, disenteria,
problemas estomacais, Ulceras cronicas, carcinomas e outros ferimentos infectados.
Esta planta da familia Santalaceae € nativa do Sul do Brasil, principalmente da mata de
pinhais de SC e da Depressao Central do RS, mas também é encontrada no Paraguai,
Argentina e Uruguai. Atualmente, ela estd em perigo de extingdo devido ao extrativismo
indiscriminado (BACKES & IRGANG, 2002; LORENZI & MATOS, 2002; NORVETO, 2004).

Ja a planta Carapa guianensis Aubl., conhecida popularmente no Brasil por
“andiroba”, “carapa’, “carapinha”, apresenta uma larga aplicagdo na medicina popular
da regido Norte do Brasil como anti-reumatica, antiinflamatéria, antibacteriana, anti-
helmintica, repelente para insetos, ferimentos, Ulceras, antiartritico, antitumoral e
antifngico. Esta planta pertencente a familia Meliaceae, é
Amazonica, em varzeas secas e alagadicas, beira de rios e igarapés. E encontrada
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também por todo o Norte da América do Sul, incluindo a Bacia Amazonica, a América

Central, as Antilhas e a Africa Tropical (GRAHAM et al, 2000; LORENZI & MATOS, 2002;
MITSUGUI et al, 2002; NEVES et al, 2004).

Portanto, € de suma importancia identificar, avaliar e buscar novos e mais
efetivos extratos derivados de produtos naturais para o tratamento de diversos tipos de
canceres. Assim, o0 presente trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos
antiproliferativos de extratos e fragcdes das folhas da planta Jodina rhombifolia Hook. et
Arn. e extratos do 6leo da semente da Carapa guianensis Aubl. em cultivo “in vitro” da
linhagem celular MCF-7 de Adenocarcinoma de mama humano, bem como desenvolver
técnicas de cultivo de células humanas no Laboratorio de Cultivo Celular (DFF-UFPel),
visando alcangar os melhores niveis possiveis de qualidade para o laboratorio através
do acompanhamento e observacao: das condi¢cdes das solucdes e solventes utilizados,
dos materiais e equipamentos de uso corrente recentemente adquiridos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O que é Cancer

As células que constituem o corpo dos organismos multicelulares formam um
conjunto de tecidos altamente organizados e regulados. Na sua formacédo, os 6rgaos sé
crescem até atingirem certo tamanho, pois suas células obedecem aos sinais recebidos
para entrar em fase G — zero do ciclo celular e interromper a proliferacdo (BORGES &
ROBINSON, 2001; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000).

As células cancerosas, no entanto, ndo se submetem a esse esquema de
cooperacdo. Sao células com o DNA danificado, cujos fatores responsaveis sdo a
atuacdo de virus, fatores ambientais, radiacdes, aliment
fisicas, e que, por isso, escapam dos mecanismos de controle do ciclo celular
(AZEVEDO & MENDONCA, 1993; BORGES & ROBINSON, 2001; JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2000; SEGATTO, 2004).

Dessa forma, o cancer pode surgir de uma unica célula que sofreu mutacdes em
genes que controlam a multiplicacdo celular (BORGES & ROBINSON, 2001; JUNQUEIRA
& CARNEIRO, 2000).

Essas células que escapam desse processo de regulacdo e passam a crescer e
a se dividir descontroladamente recebem a denominacdo de neoplasia, e o conjunto de
células resultantes que ndo possui funcdo especifica é denominado neoplasma ou
tumor (BORGES & ROBINSON, 2001; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000).

O Tumor chamado Benigno é aquele que apresenta um crescimento lento, €

se dissemina entre tecidos adjacentes e ndo forma metastases. Ja o
tumor maligno mostra um crescimento ilimitado, pode se disseminar tanto para 0s
tecidos vizinhos, quanto por metastases, isto €, quando algumas células neoplasicas

de adesdo, entram na corrente sanguinea ou linfatica e

atingem outros 6rgdos, nos quais podem formar um novo foco tumoral (BORGES &
ROBINSON, 2001; BRASIL, 2002; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000).

2.2. Caracteristicas das Células Cancerosas

As células cancerosas apresentam varias caracteristicas que as distinguem das
normais como, crescimento e multiplicacdo descontrolados através da perda do controle
do ciclo celular, alteragdes morfologicas, perda de inibicdo por contato, propriedades

habilidade em induzir a formacéo local de vasos sanguineos
(angiogénese), perda da afinidade celular especifica, aumento da taxa de mutacéo,
desdiferenciacdo, poder de invasdo e citoplasma indiferenciado
BORGES & ROBINSON, 2001; COOPER, 2001; LEWIS, 2004).
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2.3. Fatores relacionados ao Cancer

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento de diversos tipos de
cancer séo: virus (polioma virus, simian virus 40 - SV40, adenovirus e virus herpético),
radiacBes, substancias quimicas, tabagismo, horménios (particularmente estrogénios),
consumo exagerado de alcool, obesidade, agentes ambientais, tipo de dieta e

hereditariedade (ALVES, 2001; BORGES & ROBINSON, 2001; COOPER, 2001; NAOUM,
2004).

2.4. Genética do Cancer

Os genes que estao implicados na carcinogénese (formacdo de céncer) estao
divididos em duas grandes categorias: genes supressores de tumores (GST) e
oncogenes (NAOUM, 2004).

% Genes Supressores de Tumores (GST)

O primeiro gene supressor de tumor identificado foi o gene Rb, descoberto por
Alfred Knudson, em 1971, através de estudos sobre o retinoblastoma, um raro tumor de
olho em criancas. Elas possuiam um alelo mutante para esse gene, encontrado na
regiao do braco longo do cromossomo 13 (LEWIS, 2004).

Outro gene supressor de tumor identificado foi o p53 que freqiientemente esta
inativado em uma grande variedade de canceres humanos, incluindo carcinomas de
mama, colon, reto e tumores cerebrais (Tabela 1) (COOPER, 2001; PINTO et al, 2002).

Em 1990, foi descoberto o gene supressor de tumor BRCAL localizado no
cromossomo 17 e em 1995, o gene BRCA2 encontrado no cromossomo 13. Mutacdes
nesses genes sao responsaveis por metade de todos os casos familiares de carcinoma
de mama (MACHNIEWICZ & FAUCZ, 2003).

Os genes supressores de tumor sdo genes capazes de suprimir a formacdo de
um tumor, sdo responsaveis pela funcdo regulatoria do crescimento celular, na qual o
efeito cancerigeno sé vai aparecer quando eles estdo ausentes ou séo defeituosos nos
dois cromossomos do genoma, ou seja, para eles perderem sua funcédo, ambos 0s
alelos tém que estar afetados (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000; RIBEIRO, et al, 2003;
SILVA & HENRIQUES, 2003).

Os principais mecanismos que inativam a funcdo desses genes supressores Sao
a perda de heterozigosidade, metilagédo, alteragbes cromossémicas, mutacao de ponto,
ganho de funcéo auto-inibitéria e polimorfismo. Dessa forma, quando esses genes
perdem sua funcdo eles ndo param o ciclo celular, ndo estimulam o sistema de reparo

ptose (morte celular programada), provocando o
efeito cancerigeno (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000; RIBEIRO, et al, 2003; SILVA &
HENRIQUES, 2003).
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Tabela 1. Principais Genes Supressores de Tumor

Gene Tipo de Céancer
APC Carcinoma de Coélon e Reto
BRCA1 Carcinoma de Mama e Ovario
BRCAZ2 Carcinoma de Mama
DPC4 Carcinoma Pancreatico
INK4 Melanoma e Carcinoma de Pulméao
p53 Tumores Cerebrais, Carcinoma de Mama, Célon e Reto
PTC Carcinoma de células basais
PTEN Tumores de cérebro e Carcinoma de Prostata
Rb Retinoblastoma, Carcinoma de mama e Bexiga
WT1 Tumor de Wilms

Fonte: COOPER, 2001.

% Oncogenes

Os oncogenes foram descobertos em retrovirus que possuiam a capacidade de

iniciar o processo neoplasico em animais. Estudos posteriores demonstraram que este
processo ocorria devido apresenca de um gene mutante incorporado no genoma viral,
cuja origem teria sido a partir de um genoma eucariético (SILVA & HENRIQUES, 2003).
Os genes chamados oncogenes sdo aqueles capazes de produzir um fenotipo maligno
qguando introduzidos em células normais. Eles sdo genes dominantes na qual em
estado normal, controlam o ciclo celular e quando sdo ativados, sdo denominados
proto-oncogenes (RIBEIRO et al, 2003; SILVA & HENRIQUES, 2003).

A ativacdo de proto-oncogenes a oncogenes pode ocorrer por mutagcoes, em
somente um alelo, do tipo amplificacdo génica, mutacdo de ponto e rearranjo estrutural.
Estes processos levam a superproducdo ou a um ganho de funcdo de proteinas
regulatorias envolvidas em vias de transducdo de sinal, cont

ciclo celular e, ainda, processo de apoptose (RIBEIRO et al, 2003; SILVA & HENRIQUES,
2003).

Tanto ensaios de transferéncia génica como abordagens experimentais
alternativas tém levado desde entdo a deteccdo de oncogenes celulare s ativos em
diversos tumores humanos (Tabela 2) (COOPER, 2001).

Tabela 2. Oncogenes representativos dos Tumores Humanos

Oncogene Tipo de Céancer Mecanismo de Ativagéao

Abl Leucemia mielogénica cronica Translocagéo

Ret Carcinoma de Tiredide Rearranjo de DNA
D1 Carcinoma de Mama Amplificacao
ErbB-2 Carcinoma de Mama e Ovério Amplificacéo
c-myc Carcinoma de Mama e Pulmao Amplificacao
bcl-2 Linfoma Folicular Translocacgéo

RaskK Carcinoma de Pancreas Mutacgé&o de Ponto

Gip Carcinoma de Ovario Mutacdo de Ponto

Fonte: COOPER, 2001.



19

2.5. Sistema de Defesa do Organismo Humano

Existem, no organismo humano, diversos sistemas de defesa para evitar a

divisdo celular descontrolada, como a apoptose e 0 sistema imunolégico integro
(BORGES & ROBINSON, 2001).

s Apoptose

Quando algum componente essencial da célula esta danificado ou algum de
seus sitios de controle esta desregulado, a célula entra em apoptose ou morte celular
programada. Por exemplo, dano ao DNA, ativacdo de um oncogene ou inativagdo de
um gene supressor de tumor, sdo fatores que podem desencadear a apoptose
(BORGES & ROBINSON, 2001).

% Sistema Imunoldgico integro

A integridade do sistema imunolégico € outro mecanismo de defesa do
organismo contra células cancerosas, ja que por intermédio de anticorpos e citocinas
combatem as células danificadas, muitas das quais possuem antigenos especificos,
estranhos abagagem antigénica normal do organismo (BORGES & ROBINSON, 2001).

As células T auxiliares (TCD4) produzem citocinas, como interferons e fatores de
necrose tumoral, que atacam as células cancerosas e fazem cessar o crescimento do
tumor (BORGES & ROBINSON, 2001; BRASIL, 2002).

As células T citotoxicas (TCD8) atacam as células cancerosas, ligando-se a elas
fisicamente, mediante unido de dois peptidios de superficie que formam os receptores
das células T, pelos quais se ligam a antigenos estranhos. Quando uma célula T
citotdéxica encontra uma célula cancerosa, esses receptores colocam as duas ceélulas
em contato fisico e a célula T citotoxica libera uma proteina chamada perforina, que
perfura a membrana da célula cancerosa. Essa perfuracdo desequilibra o fluxo de

-a a morte (BORGES & ROBINSON, 2001; BRASIL, 2002).

2.6. Classificagao do Cancer

Segundo REES (2001) “o cancer é classificado de acordo com o tipo de célula
normal que o originou, e ndo de acordo com os tecidos para os quais se espalhou”.

« Carcinomas

Os carcinomas se originam de células que revestem as superficies do corpo,
incluindo a pele e varios revestimentos internos. Entre esses
brénquios, estbmago, bexiga, Utero, ovarios, prostata, pancreas e os revestimentos dos
ductos mamarios. Ha tipos diferentes de carcinomas, nomeados de acordo com a
aparéncia das células normais das quais foram originados. Carcinomas escamosos
originam-se na pele e pulmdes, adenocarcinomas se originam no estdbmago, ovario e

mamas e carcinomas de transicdo originam-se na bexiga (ALBERTS et al, 1997; REES,
2001).



tumor (INCA, 2004b).

Estagio de Iniciacdo: as células sofrem o efeito dos agentes cancerigenos ou
carcinégenos que provocam modificacbes em alguns de seus genes. Nesta fase as
células se encontram, geneticamente alteradas, porém ainda nao é possivel se detectar
um tumor clinicamente (BELIZARIO, 2002; INCA, 2004b).

Estagio de Promocao: as células geneticamente alteradas, ou seja, "iniciadas”,
sofrem o efeito dos agentes cancerigenos classificados como oncopromotores. A célula
iniciada é transformada em célula maligna, de forma lenta e gradual. Para que ocorra
essa transformacdo, € necessario um longo e continuado contato com o agente
cancerigeno promotor. A suspensao do contato com agentes promotores muitas vezes
interrompe 0 processo nesse estagio. Alguns componentes da alimentacdo e a
exposicdo excessiva e prolongada a hormonios sdo exemplos de fatores que
promovem a transformacao de células iniciadas em malignas
2004b).
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Estagio de Progressdo: caracteriza-se pela multiplicagdo descontrolada e
irreversivel das células alteradas. Nesse estagio o cancer ja esta instalado, evoluindo
até o surgimento das primeiras manifestacfes clinicas da doenca. Os fatores que
promovem a iniciagdo ou progressao da carcinogé -
aceleradores ou carcinégenos (BELIZARIO, 2002; INCA, 2004b).

2.8. Estrutura Normal da Mama

A mama passa por diversas alteracdes ao longo da vida, assim a amamentacao,
a época do ciclo menstrual e a idade da mulher séo re
tamanho, consisténcia e formato do seio. Além disso, a comparacdo das mamas pode
mostrar uma pequena diferenca entre elas, pois geralmente ndo sao simétricas

As alteracbes nas mamas sao decorrentes de influéncias hormonais (niveis de
estrogénio e progesterona que ocorrem desde a fase intra-GUtero até a menopausa).
Além desses, outros horménios também estdo envolvidos no desenvolvimento e
alteracOes variaveis do tecido mamario

2.8.1. Glandulas Mamarias

As mamas sao glandulas exdcrino-tabulo-alveolares, com 15 a 20 unidades
lactiferas formadas por tecido conjuntivo, vasos sanguineos e linfaticos. Essas
unidades sdo compostas de alvéolos formados por pequenas glandulas secretoras
envolvidas por células mioepiteliais, que se comunicam com a superficie através de um
sistema de drenagem formado por canaliculos e canais. Esses canais vao confluindo e
amedida que se aproximam da superficie, se dilatam formando os seios lactiferos, que
por sua vez vao abrirrse ao mamilo, através dos poros mamilares, exatamente por
debaixo da aréola (Figura 1) (As variagbes da mama normal, 2004; DIOGENES et al, 2001).

A glandula mamaria € um 6rgéo dindmico, que se desenvolve a partir de anexos

peitoral e que se altera continuamente de acordo com as flutuacées
dos niveis hormonais, principalmente dos hormdnios que regem no ciclo menstrual,
como o estrogeno e a progesterona. Isso explica varias modificacdes que notamos nas
mamas no decorrer do ciclo menstrual, durante a gravidez, na amamentacdo e no
climatério (menopausa) (As variagdes da mama normal, 2004; DIOGENES et al, 2001).

Cada pessoa responde de forma diferente aos estimulos hormonais. Por isso

encontrarmos mulheres que tém as mamas mais densas do que outras, que tém maior

-menstrual, e que tém maior tendéncia aformacao de

areas de volume aumentado (semelhantes a ndodulos), que diminuem apos a
(As variacBes da mama normal, 2004; DIOGENES et al, 2001).

Com o avancar da idade, o tecido glandular mamario vai sendo substituido por
tecido gorduroso, em maior ou menor grau de acordo com algumas variaveis, como a
resposta individual a acdo hormonal interna, a existéncia ou ndo de gravidez,

0 uso de hormdnios externos como anticoncepcionais e terapia
de reposicdo hormonal (As variages da mama normal, 2004; DIOGENES et al, 2001).
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Glandula mamaria

Grasa subcutanea

Figura 1. Glandula Mamaria.
Ampliado: 400 x 320.
Fonte: <www.nIm.nih.gov/.../ esp _imagepages/17084.htm>

2.9. O que é Carcinoma de Mama

O desenvolvimento de um carcinoma de mama € um processo que evolui em
etapas sucessivas. O inicio do processo neoplasico, ou seja, a primeira transformacéo
de uma célula normal em uma célula tumoral, parece prescindir pela acdo de
hormdnios. Este carcinoma é originado por uma multiplicacdo anormal, exagerada e
desordenada das células do seio (células epiteliais). Essas células dividem-se e formam
mais células com uma velocidade maior que as normais, desencadeando o
aparecimento de massas celulares denominadas neoplasias ou tumores (Figura 2). O
carcinoma geralmente comeca com um pequeno nodulo (tumor benigno), que com o
tempo pode crescer e espalhar-se para areas proximas (tumor maligno). As primeiras

metastases comumente aparecem nos ganglios linfaticos das axilas
2004b; MACHNIEWICZ & FAUCA, 2003; O que é cancer de mama, 2004; VERONESI et al,
2002).

Figura 2. Carcinoma de Mama.
Fonte: Revista Super Interessante. Ano 15. n.1.
Editora Abril, Janeiro de 2001.



(Cancer de mama, 2004a).
2.11. Genética do Carcinoma de Mama

Os genes supressores de tumor, como o BRCA1 e BRCA2 (“breast cancer”)
apresentam funcdo regulatoria do crescimento celular e capacidade de suprimir a
formagdo de um tumor. MutagBes nestes genes sao responsaveis, respectivamente, por
50% e 35% dos casos familiares de carcinoma de mama, por ndo permitir um reparo
correto de quebras bifilamentares do DNA (LECORRE et al, 2004; MACHNIEWICZ &
FAUCZ, 2003; RICKI, 2004; SILVA & HENRIQUES, 2003; VERNETTI, 2004).

Em 1990, foi identificado no braco longo do cromossomo 17 o gene BRCAL,
composto de 24 exons, em 89 Kb de DNA gendmico e que codifica uma proteina de
1863 aminoacidos. Ja em 1995, identificaram o BRCAZ2 localizado no braco longo do
cromossomo 13, apresentando 10.443 nucleotide
gendmico, com 27 exons e codificando uma proteina de 3.350 aminoacidos (Figura 3)
(MACHNIEWICZ & FAUCZ, 2003).

Atualmente, mais de 700 mutac¢Oes distintas ja foram identificadas em cada um
destes genes. No BRCA1, a mutacdo mais comum € a delecdo de duas bases
adjacentes, sendo as outras duas a insercdo e a delecédo de uma base. No BRCAZ2, foi
encontrada uma delecdo de 3 nucleotideos que altera a armacao de leitura e conduz a

(GALLARDO et al, 2004; LOURENCO, 2004; MACHNIEWICZ &
FAUCZ, 2003; RICKI, 2004).

O método de diagndstico de mutacbes considerado como padrdo é o
sequenciamento completo de ambos os genes, entretanto, nos dias de hoje, a reagéo
em cadeia da polimerase (PCR) que amplifica o DNA gendmico é a mais utilizada para
fornecer um diagndstico precoce, pois dependendo do tipo de mutagdo e do gene
mutado, mulheres portadoras apresentam um maior risco de carcinoma de mama (até
85% ao longo da vida) (GALLARDO et al, 2004; MACHNIEWICZ & FAUCZ, 2003; NAROD &
DUBE, 2002; RICKI, 2004).

Dessa forma, o individuo que herda uma cépia mutada de um gene BRCA nao
possui uma importante barreira celular para o crescimento descontrolado (CONTANT et
al, 2002; GALLARDO et al, 2004).
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Figura 3. Localizac&o dos genes BRCA1 e BRCA2 nos cromossomos

13e17.
Ampliado: 166 x 225.
Fonte: <gslc.genetics.utah.edu/.../ images/BRCA12.qgif>
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«+ Anomalias do Desenvolvimento

Esta patologia pode ser subdividida nos seguintes itens: Amastia, Hipotrofia,
Hipermastia, Assimetria, Atrofia mamaria e Mama acessoria.

- Amastia

Auséncia de mamas que pode ser unilateral ou bilateral. Neste caso, o
tratamento mais utilizado € por hormonioterapia, ou seja, através de horménios.

- Hipotrofia

S0 mamas muito pequenas ou pouco desenvolvidas. Mulheres com essa
anomalia podem apresentar uma pequena agado hormonal estrogénica.

- Hipermastia
Crescimento exagerado das mamas, devido ao aumento da sensibilidade do

tecido mamario aos estimulos hormonais. O tratamento mais adequado € através de
cirurgia reparadora.
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- Assimetria

Desenvolvimento desigual das mamas. E muito comum na adolescéncia,
atribuido a diferencas de receptividade das mamas ao estimulo hormonal. A assimetria
pode corrigir-se espontaneamente ao fim da puberdade.

- Atrofia mamaria

Pode ser encontrada em mulheres que emagrecem rapidamente, uma vez que 0
tecido mamario é formado juntamente por tecido gorduroso. Observa-se uma
diminuicdo do volume da mama, flacidez e varias pregas cutaneas.

- Mama acessoria

Significa crescimento do parénquima mamario, geralmente sem aréola e papila,
. Encontra-se na axila ou em ambos os lados. A mama
acessoria ou supranumeérica causa transtornos na gravidez.

«» Processos Inflamatoérios

Segundo BASTOS (1998) os processos inflamatorios apresentam-se divididos
em: dor mamaria, mastite aguda e mastite crénica.

- Dor mamaria

A dor mamaria € um dos problemas mais frequentes em relagdo & mamas. As
causas da dor mamaria podem ser por alteracdes funcionais benignas da mama,
traumas e infeccdes nas articulagbes dos arcos costais e neurites. As alteracoes
funcionais benignas da mama, chamadas de displasia mamaria apresentam como
sinais dor e espessamento mamario que geralmente aumenta no periodo pré-
menstrual. O fator determinante para essas alteracbes € hormonal, ligado aos
estrogénios que a mulher produz nos ciclos menstruais.

- Mastite Aguda

Caracteriza-se pelo aparecimento de uma éarea endurecida dolorosa, de
extensdo variavel. A dor aumenta de intensidade progressivamente e a area torna-se
sensivel apalpagdo. Os primeiros sintomas sdo edema, devido a linfangite da mama,
abatimento fisico, taquicardia, cefaléia, hipertemia e calafrios.

-> Mastite Cronica
A mais freqliiente é o abscesso mamario subareolar crénico. Os principais

sintomas sao dor, calor, aumento do volume da mama, febre e abscesso e os principais
tratamentos sdo com antibioticoterapia, antitérmicos e analgésicos.



conteudo liquido, na maioria das vezes, € amarelado e sua analise revela poucas
células ou evidéncia de células degeneradas.

- Tumor Filodes (Phillodes)
Esse tumor, muitas vezes € benigno, mas pode ser maligno em 7 a 10% dos

casos. Ele assemelha-se ao fibroadenoma, sendo que o tecido conjuntivo é firme,
denso e ndo encapsulado.
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- Galactocele

E uma lesdo pouco comum que ocorre nas mulheres que estdo amamentando ou
gue deixaram de amamentar a pouco tempo. Ocorre devido a obstrugéo canalicular, por
causa do acumulo de secrecdo lactea. Geralmente apresenta tumoragcdo de
consisténcia cistica ou amolecida e ndo possui caracteristicas inflamatorias.

- Lipoma

E um tumor benigno caracterizado por multiplicacdo das células adiposas
benignas. Normalmente, apresenta-se como uma massa isolada, amolecida, bem
delimitada e encapsulada.

- Tumores Suspeitos

Os tumores suspeitos subdividem-se em: alteracdes fibrocisticas, necrose
gordurosa, ectasia ductal tumoral e papiloma intraductal.

- Alteracdes Fibrocisticas

Neste caso ha uma proliferagdo do tecido epitelial e/ou conjuntivo, causada por
estimulos hormonais. Sdo tumores palpaveis, encontrados durante a menacme (fase
mais intensa do periodo menstrual) e que regridem ap0s a menopausa.

- Necrose Gordurosa

Consiste em necrose de células adiposas da mama, devido ao trauma ao ato
cirargico. E geralmente encontrado em mamas volumosas, pendentes com circulagéo
venosa prejudicada, principalmente por mamas substituidas por tecido adiposo.

- Ectasia Ductal Tumoral

E a dilatacdo dos ductos terminais com acimulo de restos epiteliais, podendo
apresentar estrangulamento dos ductos, inflamacdo e fibrose. Ocorre alteracdo do
contorno mamario pela retracdo, por conduta fibrosa reati

- Papiloma Intraductal

E quando ocorre uma multiplicacdo do epitélio ductal e o tumor normalmente é
fixado a parede do ducto por um pediculo.

- Tumores Malignos

Apresentam como caracteristicas nodulos ndo definidos, escoamento
sanguinolento pela papila, pele da mama infiltrada por edema e retracao papilar, devido
ao tecido fibroso adjacente. Esses tumores apresentam-se de duas formas: carcinoma
e sarcoma.
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- Carcinoma

Esse tumor tem origem nas células dos ductos ou acinos, podendo infiltrar-se ao
estroma mamario adjacente. Normalmente é palpavel quando atinge 1cm de diametro,
apresenta uma consisténcia firme, endurecida e com limites irregulares.

O carcinoma € dividido em carcinoma ndo invasivo, na qual esta o carcinoma
ductal e carcinoma lobular, e o carcinoma invasivo, na qual enquadra-se o carcinoma
ductal infiltrante, carcinoma lobular invasivo, carcinoma medular, carcinoma coldide,
carcinoma tubular e carcinoma papilar.

- Sarcoma

Forma-se nos tecidos conjuntivos, onde € mais comum o tumor se dissipar para
outras partes do corpo da mulher.

2.13. Epidemiologia de Carcinoma de Mama

O carcinoma de mama € considerado a mais freqliente neoplasia que acomete
diversas mulheres em todo o mundo, com mais de 1.000.000 novos casos e
aproximadamente 373.000 mortes a cada ano, representando um grave problema de
saude publica. No Brasil, representa a primeira neoplasia em incidéncia na mulher,
sendo que a maioria dos casos relatados encontra-se na regiao Sul (67%) (GUAENERI &
CONTE, 2004; MELO et al, 2002; PAULINELLI et al, 2003; SICHIERI, 1992).

Mais de 8 mil mortes ja foram registrados em 1999. Somente no estado de S&o
Paulo, por ano, estima-se a ocorréncia de 11 mil casos novos (Cancer de mama, 2004a;
HADDAD & SILVA, 2001).

Séo esperados 229.610 casos novos para o sexo masculino e 237.830 para sexo
feminino. Estima-se que no ano de 2005, o cancer de pele ndo melanoma (113 mil
casos novos) sera 0 mais incidente na populagéo brasileira, seguido pelos tumores de
mama feminina (49 mil), pulm&o (26 mil), estbmago (23 mil) e colo do atero (21 mil)
(Figura 4) (INCA, 2005a).

A incidéncia por carcinoma de mama feminina apresentou um crescimento
continuo na ultima década, o que pode ser resultado de mudancgas socio-demograficas
e acessibilidade aos servi¢os de saude (INCA, 2005a).
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N° de Casos

120.000 —
B Feminino

100.000 — Masculino
80.000 —

60.000 —

40.000 —

20,000 B m I l
|

Pelendp  Mama  Traquéia, Estdmago Colodo  Prostata  Cllone  Esdfage  Levcemias  Cavidade Pele
Melanona  Feminina  Brinquio Herg Reto Oral Melanana
& Pulmao
Figura 4. Tipos de cancer mais incidentes, estimados para 2005, na populacéo brasileira.
Fonte: <http://www.inca.gov.br/estimativa/2005/index.asp?link=conteudo_view.asp>

2.14. Fatores relacionados ao Carcinoma de Mama

O carcinoma de mama necessita de varios anos para se desenvolver e se
multiplicar. O processo geralmente se inicia com uma alteracdo das células, que pode
ser causada por diversos fatores (Cancer de mama, 2004a).

>

Idade: o risco aumenta conforme a mulher envelhece. A maioria dos carcinomas
de mama aparecem em mulheres a partir dos 40 anos (Cancer de mama, 2004a).

K/
*

D)

¢ Nivel socio-econdmico baixo: mulheres de nive -econbmico baixo nao
apresentam condi¢Oes de realizar exames anuais de deteccdo (mamografia) ao
carcinoma de mama (DIOGENES et al, 2001).

% Historia pessoal ou familiar de carcinoma de mama: mulheres que ja tiverem
carcinoma de mama tém mais chances de desenvolver carcinoma no outro seio
também. Mulheres que tenham parentes de primeiro grau (mée, irma ou filha)
diagnosticadas com carcinoma de mama tém o risco aumentado. Este risco se
eleva ainda mais se tiver mais de um parente com carcinoma (Cancer de mama,
2004a; PORTUGAL, 2004).

% Longa histéria menstrual: mulheres que iniciaram a menstruacdo antes dos 12
anos ou tiveram menopausa apos 0s 55 possuem 0 maior risco
2004a; PORTUGAL, 2004).



S gue crescem lentamente ou rapidamente, sobretudo
guando ndo desaparece durante o ciclo menstrual e ndo muda de local quando
apalpado. E bom lembrar que a maioria dos nédulos que aparecem na regido mamaria
sdo tumores benignos, como por exemplo, os cistos e os fibroadenomas (GONZALES,
1994; Prevenindo o cancer de mama, 2004).

A grande preocupacgdo, portanto, € com o0s tumores malignos, que se
desenvolvem sem provocar dor, por isso devem ser diagnosticado o0 mais



cintura e com os bracos pendentes ao lado do corpo. A autopalpacéao deve ser feita em
cada mama (aréola, mamilo e regido axilar) usando a polpa dos dedos da méo do lado
oposto em movimentos circulares. Ela deve ser realizada em pé (durante o banho) e
deitada, tendo a méo do lado a ser palpado embaixo da cabeca (GONZALES, 1994; LIS,
2004).

- Mamografia

E um tipo especial de radiografia, realizada em um aparelho de alta resolucéo,
gue permite visualizar nddulos, densidades anormais nos teci
As microcalcificac6es sao pequenos depdsitos de célcio que as células podem produzir,
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e de acordo com o0 seu tipo e sua distribuicdo na mama, pode levar a suspeita da
presenca de um carcinoma na fase inicial, quando ainda néo é pal

nenhum sintoma. Nesta fase, sO através da mamografia € possivel visualizar este
tumor. Porém, para isso € necessario que o exame seja feito dentro de rigoroso padrao

de qualidade e que o profissional que o analisa seja capacitado nessa area (As
variagdes da mama normal, 2004).

A mulher deve fazer a primeira mamografia por volta dos 35 anos, para saber
como estdo as mamas. Até os 40 anos, ela s6 deve repetir o exame se houver uma
indicacdo médica. Dos 40 aos 49 anos, € conveniente realizar o exame de dois em dois
anos e a partir dos 50 anos, anualmente (As variagbes da mama normal, 2004;
PORTUGAL, 2004).

- Ultrassonografia

N&o é um exame preventivo para o carcinoma de mama, ja que ndo € eficaz na
deteccdo de microcalcificacdes. Em alguns casos pode ser indicado como um exame
complementar a mamografia, para esclarecer, por exemplo, se um nédulo € liquido ou
sélido. E realizado através da emissdo de ondas de ultra-som, que produzem imagens

de ecos variaveis de acordo com a reflexdo sonora de cada estrutura (As variacdes da
mama normal, 2004).

E o exame mais indicado para o inicio da investigacdo de nodulos palpaveis em
mulheres muito jovens. Isso porque quando a mulher € jovem, as mamas Sao ricas em
tecido glandular e pobres em tecido gorduroso, o que as deixa muito densas na
mamografia, sendo melhor visualizadas no ultra-som. Além disso, adolescentes podem
ter nddulos benignos ou cistos, que podem ser bem diagnosticados através do ultra-

som, evitando assim a exposicado precoce aos Raios-X (As variagdes da mama normal,
2004).

-> Ductografia

E um exame radiografico parecido com a mamografia, no qual ¢ usado um
contraste para visualizar o interior dos ductos. E indicado quando ha suspeita de
papiloma ou de carcinoma intra ductal, geralmente quando
aparece secrecao papilar suspeita, através de um soé orificio (As variagbes da mama
normal, 2004).
O exame comeca com a identificacdo do orificio por onde sai a secrecdo. Nele é
introduzida uma fina canula de metal, na qual é injetado um liquido que contrasta o
interior do ducto acometido (As variacdes da mama normal, 2004).

- Ressonancia Nuclear Magnética

E um exame sofisticado, que vem sendo utilizado como complementar para o
diagnéstico de nédulos e de densidades assimétricas nas mamas, junto a mamografia e
a ultra-sonografia. Permite uma avaliacdo detalhada de nédulos, sem a utilizagdo de
raios-X. Proporciona uma visdo mais abrangente da regiao profunda do tecido mamario
(proxima aos arcos costais). E um método muito eficiente para o estudo de nédulos
situados nesse local, e também para o controle de proteses mamarias. Também tem
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indicacdo para complementar a mamografia de pacientes com mamas muito densas
(em geral pacientes jovens ou com displasia) (As variagbes da mama normal, 2004).

- Biopsias

O diagnéstico definitivo de algumas doencas da mama, entre elas o carcinoma,

mado através da biopsia. A bidpsia consiste na retirada de parte ou de todo o

tecido alterado, para que o patologista possa examina-lo e classificd-lo. Atualmente, ha

varios meios de se obter esse material, sendo que cada um desses meétodos tem
(As variagdes da mama normal, 2004).

- Puncéo aspirativa por agulha fina

Consiste na aspiracdo de células do lugar suspeito, através de uma agulha muito
fina e seringa, guiada através de ultra-som ou de mamografia. E um método rapido e
indolor, que visa obter algumas células com as quais séao feitas laminas para exame
patologico. A limitagdo desse método € a quantidade de material que € retirada, &
vezes insuficiente para fornecer um diagnostico preciso

2004).
- Biopsia de fragmento

Consiste na retirada de fragmentos de tecido alterado. O procedimento pode ser
orientado por ultra-som, mamografia ou ressonancia, dependendo de alguns fatores
como: a densidade radiografica da lesdo a ser analisada, a sua localizagdo e as
dimensdes, tanto da lesdo como da mama a ser examinada. O tecido é obtido através
de uma agulha conectada a uma pistola especial; A agulha € um pouco mais grossa

E feita uma anestesia local antes da coleta do material.
Esse tipo de bidpsia ndo requer internacdo hospitalar e ndo deixa cicatrizes. Como
permite a retirada de quantidades maiores de tecido mamario, possibilita o diagnéstico
preciso da lesao na grande maioria dos casos (As variagdes da mama normal, 2004).

- Testes genéticos

Pesquisas demonstraram a existéncia de dois genes supressores de tumor
(BRCA1 e BRCA?2) relacionados ao carcinoma de mama. Atualmente ja existem testes
genéticos laboratoriais que identificam, através de uma amostra de sangue, se temos

algum defeito ou mutacdo nesses genes. Um estudo feito pela Clinica Mayo
concluiu que as pessoas que tém indicacdo de realizar esses testes genéticos sao
aguelas que apresentam dados familiares tipicos de transmissdo hereditaria de
carcinoma de mama. Para detectar mutagces em genes relacionados ao carcinoma de
mama utiliza-se a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) e a técnica de

Eletroforese em gel de agarose a 2% (AMPUERO, 2002; GALLARDO et al, 2004;
HADJISAVVASA et al, 2003).



A cenoura e abdbora possuem carotendides que sdo potentes antioxidantes,
estimuladores do sistema imunolégico e inibidores de mutacdes celulares i
enquanto que alimentos ricos em vitamina A, C, E ou betacaroteno protegem as
células, mantendo o sistema imunoldégico saudavel (BONUMA, 2004; CHAVES, 1985;
GEORGE, 2004; MAHAN & STUMP, 1998).

2.17. Estagios do Carcinoma de Mama

Com informagdes do tamanho do tumor, comprometimento de linfonodos
(avaliado na cirurgia) e metastases adistancia, a doenca € classificada em:
mama, 2004a).

Estagio @ é o chamado carcinoma in situ que ndo se infiltrou pelos dutos ou

Estagio I: o tumor é pequeno e nao se espalhou pelos linfonodos.
Estagio lla: qualquer das condi¢des abaixo:
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O tumor tem menos que 2cm e infiltrou-se nos linfonodos axilares.

O tumor tem entre 2 e 5cm , mas nao atinge linfonodos axilares.

Ndo ha evidéncia de tumor na mama, mas existe tumor nos linfonodos
axilares.

Estagio lIb: qualquer das condi¢des abaixo:

O tumor tem de 2 a 5cm e atinge linfonodos axilares.
O tumor € maior que 5cm, mas nao atinge linfonodos axilares.

Estagio llla: qualquer das condi¢des abaixo:

O tumor € menor que 5cm, se espalhou pelos linfonodos axilares que

estao aderidos uns aos outros ou a outras estruturas vizinhas.

O tumor é maior que 5cm, atinge linfonodos axilares os quais podem ou
aos outros ou a outras estruturas vizinhas.

Estagio Illb: o tumor infiltra a parede toracica, causa inchago, ulceragcdo da mama
ou €é diagnosticado como carcinoma de mama inflamatério. Pode ou nédo ter se
espalhado para os linfonodos axilares, mas nao atinge

Estagio llic: qualquer tamanho de tumor que ndo se espalhou para partes
distantes, mas que atinge linfonodos acima e abaixo da clavicula ou para linfonodos
dentro da mama ou abaixo do brago.

Estagio IV: qualquer tamanho de tumor que tenha se espalhado para outros
locais do corpo como 0ssos, pulmdes, figado ou cérebro.

2.18. Carcinoma de Mama Recorrente

O carcinoma de mama é denominado recorrente se ele volta apés ja ter sido
diagnosticado e tratado. Ele pode retornar na mama (chamada de recorréncia local) na
parede toracica ou em qualquer parte do corpo como 0SSOS ou outros linfonodos
(chamados de metastases adistancia)

2.19. Tratamentos do Carcinoma de Mama

O carcinoma de mama deve ser abordado por uma equipe multidisciplinar
visando o tratamento integral da paciente. As modalidades terapéuticas disponiveis
atualmente sdo a cirargica e a radioterpica para o tratamento loco-regional e a
hormonioterapia e a quimioterapia para o tratamento sistémico (BRASIL, 2004).

% Cirurgia

A indicacdo de diferentes tipos de cirurgia depende do estadiamento clinico e do
tipo histolégico, podendo ser conservadora resseccdo de um segmento da mama
(engloba a setorectomia, a tumorectomia alargada e a quadrantectomia), com retirada
dos ganglios axilares ou linfonodo sentinela, ou nao-conservadora (mastectomia). Sao
modalidades de mastectomia: Simples ou Total (retirada da mama com pele e complexo

aréolo papilar), com reconstrucdo imediata ou poupadora de pele (BRASIL, 2004,
QUEIROZ & TEDDE, 2000).
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% Radioterapia

As indicacfes da radioterapia no tratamento do carcinoma de mama metastatico

variam em relacdo & diferentes apresentacfes da doenca a ser tratada (VERONESI et
al, 2002).

A radioterapia € realizada usando feixes de raios-x de alta energia e de
penetracdo profunda, na qual miram o DNA no nucleo da célula, pois se for
suficientemente danificado, as células perderdo sua habilidade de se replicar. Células
normais também séo, de certa forma, afetadas pelos raios (MIZUNO, 1997; REES, 2001).

O objetivo deste tratamento € destruir as células remanescentes apds a cirurgia
ou para reduzir o tamanho do tumor antes da cirurgia. ApOs cirurgias conservadoras
deve ser aplicado em toda a mama da paciente, independente do tipo histolégico,
idade, uso de quimioterapia ou hormonioterapia ou mesmo com as margens cirurgicas
livres de comprometimento neoplasico (BRASIL, 2004).

A radioterapia € usualmente administrada em dosagem alta (radioterapia radical)
guando o objetivo é destruir completamente o tumor. Uma dose mais baixa é dada
guando a radioterapia € feita como um tratamento adjuvante (auxiliar) para prevenir o
retorno do cancer apds remocao cirargica (REES, 2001).

% Hormonioterapia

A hormonioterapia é um tratamento que previne as células cancerosas de obter

ou utilizar os horménios que necessitam para seu crescimento (CARRENO et al, 1999;
REES, 2001).

Tamoxifeno, que funciona blogueando o mecanismo pelo qual o horménio
estrégeno estimula o crescimento das células cancerosas, € a droga mais prescrita para
mulheres com carcinoma de mama. A maioria das mulheres tolera bem o tamoxifeno,
mas & vezes causa certos efeitos colaterais, tais como calores, ganho de peso e

REES, 2001; VERONESI et al, 2002).

% Terapia Biologica

O desenvolvimento de um anticorpo humanizado anti-HER2/Neu parece ter
ampliado sobremaneira os horizontes do tratamento do carcinoma de mama. O
HER2/Neu constituiu um oncogene com grande atividade no estimulo e na manutencao
da proliferacdo celular tumoral. O mesmo encontra-se amplificado ou hiperexpressado
em 30% dos tumores de mama metastaticos. Seu uso isolado na doenca metastatica
de pacientes cujo tumor apresenta hiperexpressdo do HER2, proporciona uma taxa de
resposta de 21% e uma duracdo mediana de resposta de 8 messes, com excelente
tolerabilidade. Entretanto, os resultados mais promissores parecem ocorrer quando a
droga é associada a quimioterapicos (MURAD, 2000).

% Quimioterapia
A guimioterapia citotéxica é ativa contra células cancerosas e células normais

gue estdo na fase de divisdo celular (mitose). Este tratamento consiste no emprego de
substancias quimicas isoladas ou combinadas, como a combinacdo CMF



ritrocitos e de plaquetas, contagem baixa de espermatozoéides
(possivel esterilidade permanente) e um aumento do risco de leucemia (BARROS, 2005;
INCA, 2005c; MERCK, 2005).

- Agentes Antimetabdlitos

Os agentes antimetabdlitos afetam as células inibindo a biossintese dos
componentes essenciais do DNA e do RNA. Deste modo, impedem a multiplicacéo e
funcdes normais da célula. Estes agentes sao particularmente ativos contra células que
se encontram na fase de sintese do ciclo celular. A duracdo da vida das
tumorais suscetiveis determina a média de destruicdo destas células, as quais séo
impedidas de entrar em mitose pela acdo dos agentes metabdlicos que atuam na fase
S do ciclo celular. Os principais antimetabdlitos sdo antifolato, analogos da purina e
analogos da pirimidina. Além de causar os mesmos efeitos colaterais que os agentes
alquilantes, certos antimetabdlitos causam erupg¢do cutanea, escurecimento da pele
(aumento da pigmentacado) e insuficiéncia renal (BARROS, 2005; INCA, 2005c; MERCK,
2005).
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- Antibiéticos Antitumorais

Sado um grupo de substancias com estrutura quimica variada que, embora
interajam com o DNA, ndo atuam especificamente sobre uma determinada fase do ciclo
celular. Apesar de apresentarem tal variacdo, possuem em comuns a
gue permitem a incorporacdo de excesso de elétrons e a consequente producédo de
radicais livres reativos. Como todos 0s quimioterapicos, esses antibioticos atuam tanto
sobre as células normais como sobre as malignas. Por isso, também apresentam
efeitos colaterais indesejaveis, como reacdes alérgicas potencialmente letais, perda de
apetite, nausea, vomito e febre. Os principais antibidticos incluem a epirubicina, a
actinomicina e a bleomicina (BARROS, 2005; INCA, 2005c; MERCK, 2005).

- Inibidores Mitdticos

Os inibidores mitoticos podem paralisar a mitose na metafase, devido asua acao
sobre a proteina tubulina, formadora dos microtubulos que constituem o fuso espiralar,
pelo qual migram os cromossomos. Deste modo, os cromossomos ficam impedidos de
migrar, ocorrendo a interrupcdo da divisdo celular. Devido ao seu modo de acéo
especifico, os inibidores mitéticos devem ser associados a outros agentes para maior
efetividade da quimioterapia. Neste grupo de drogas estéo incluidos os alcaldides da
vinca résea (vincristina, vimblastina e vindesina) e os derivados da podofilotoxina (VP-16
e VM-26) (INCA, 2005c; VERONESI et al, 2002).

Segundo VERONESI (2002) “VP-16 demonstra excelente biodisponibilidade
gquando administrado pela via oral e a sua atividade no carcinoma de mama encontra-se
entre 20 e 30%".

2.20. Farmacos Antitumorais derivados de Plantas

A importancia das plantas medicinais deve-se por sua contribuicdo como fonte
natural de farmacos e por proporcionar grandes chances de obter-se uma molécula
protétipo devido adiversidade de constituintes presentes nestas. No entanto, inUmeras
plantas que sao usadas em preparacdes fitoterapicas carecem de um maior controle de
gualidade, uma vez que a literatura cientifica indica que muitas destas podem
apresentar substancias tdxicas ou composicdo quimica variavel (NOLDIN, et al, 2003).

Os farmacos permitem a identificacdo de novos alvos de acao farmacolégica, tais
como moléculas fundamentais na mitose celular (inibidores de microtubulos) ou

as implicadas na replicagdo do DNA (inibidores de topoisomerases) (BEIRA,
2000).

H& uma necessidade de identificar, avaliar e buscar novos e mais efetivos

farmacos para o tratamento de varios tipos de cancer. A obtencdo de farmacos
tratamento de tumores malignos comeca pela identificagéo de

novos principios ativos obtidos de diversas fontes (BEIRA, 2000).

A extracdo de produtos de plantas com supostas propriedades terapéuticas tem
conduzindo a obtencdo de numerosos compostos purifi
bem definida. Estes farmacos podem classificar-se basicamente em dois tipos, os
esterbides e os alcaldides, e mostram uma grande diversidade de atividades
terapéuticas, analgésicas e antitumorais (BEIRA, 2000).
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Quando algum dos extratos derivados de produtos naturais se mostra ativo frente

a modelos tumorais experimentais adequados, se procede seu fracionamento e

purificacdo até identificar o principio ativo responsavel pelo efeito e se necessario obter
a melhorar sua acgéo e reduzir sua toxicidade (BEIRA, 2000).

2.21. Plantas utilizadas na medicina popular

A utilizagdo de plantas medicinais tornou-se um recurso terapéutico alternativo
de grande aceitacdo pela populacdo e vem crescendo junto a comunidad
desde que sejam utilizadas plantas cujas atividades biologicas tenham sido
investigadas cientificamente, comprovando sua eficacia e seguranca (NOLDIN et al,
2003).

A medicina popular de diferentes culturas tem proporcionado valiosas indicacdes
de plantas com propriedades medicinais, utilizadas para o tratamento de diversas
enfermidades tais como resfriados, bronquites, Ulceras, diarréias e tumores (BEIRA,
2000).

Os produtos naturais tém sido uma importante fonte benéfica clinicamente de
componentes anticancer. Existem, no minimo, 250.000 espécies de plantas no mundo,
sendo que mais de 1.000 plantas apresentam propriedades anticancer significantes.
Entretanto, pelo mundo inteiro tem sido uma tentativa para descobrir novos agentes
anticancer através de plantas (FERRAZ et al, 2005; MUKHERJEE et al, 2001).

2.21.1. Planta Jodina rhombifolia Hook. et Arn.

Entre as plantas utilizadas na medicina popular, a Jodina rhombifolia Hook. et
Arn., conhecida popularmente no Brasil por “cancorosa’, “cancorosa
“erva cancorosa”, “cancrosa’, “cancerosa” e “sombra de touro”, se aplica no tratamento
de distintas enfermidades. A madeira branca, pesada, de 708Kg/m® é de escassa
aplicacdo. J4 as folhas e os ramos sdo empregados na medicina caseira do
Na forma de infusdo a 5% é empregada contra resfriado e o cozimento (decocc¢éo) da
casca a 5% tem efeito adstringente contra disenteria. O p6 torrado das folhas € aplicado
sobre Ulceras crbnicas, carcinomas e outros ferimentos infectados e, in

empregado contra problemas estomacais e resfriado (BACKES & IRGANG, 2002; BEIRA,
2000; LORENZI & MATOS, 2002; SCHULTZ, 1990).

A Jodina rhombifolia Hook. et Arn. (Figuras 5 e 6) da familia Santalaceae é nativa
do Sul do Brasil, principalmente da mata de pinhais de SC e da Depressédo Central do
RS e também se encontra no Paraguai, Argentina, Bolivia e Uruguai. Atualmente, ela
esta em perigo de extingdo, problema agravado pelo efeito de que a parte utilizada
popularmente, as folhas, estd muito comercializada, 0 que aumenta seu consumo
indiscriminado (BEIRA, 2000; LORENZI & MATOS, 2002; NORVERTO, 2004; SOBOTTKA,
1992).



Figura 5. Espécie vegetal Jodina rhombifolia Hook. et Arn.
Ampliado: 600 x 403
Fonte: <www.science.siu.edu/.../ images/Jodina.habit. JPEG>.

Figura 6. Detalhes dos ramos da espécie Jodina rhombifolia Hook. et Arn.
Ampliado: 600 x 404
Fonte: <www.science.siu.edu/.../ images/Jodina.flws1.JPEG>.

40
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% Aspectos Botanicos

A familia Santalaceae compreende 37 géneros e aproximadamente 450

didas nos tropicos e zonas temperadas, principalmente nos lugares

secos (Figura 7). Sdo arvores, arbustos ou subarbustos, com folhas alternas e simples.

Podem ou ndo apresentar ramos e caule providos de espinhos. As flores podem ser

de tamanho reduzido, dispostas em racemos ou em paniculas.

Perigbnio monoclamideo, corolinico, com tépalas de floracdo valvar e com tufos de

pélos, dispostos abaixo da insercdo dos estames. Ovario infero, unilocular, com 1 ou 3

ta central. Apresenta drupa carnosa, com mesocarpo

adocicado e sementes com endosperma oleaginoso (BARROSO, 1991; NORVERTO,
2004).

A Jodina rhombifolia Hook. et Arn. é a Unica espécie de seu género conhecida
até o momento. Foi classificada como pertencente a Divisdo: Magnoliophyta, Classe:
Magnoliopsida, Subclasse: Rosidae, Ordem: Santalales, Familia: Santalaceae, Género:
Jodina e Espécie: Jodina rhombifolia Hook. et Arn (BARROSO, 1991).

Figura 7. Distribuicdo Geografica da Familia Santalaceae.
Fonte: <http://www.science.siu.edu/parasitic-plants/Santalaceae>.

% Aspectos Morfologicos

Esta planta € uma arvoreta espinhenta de copa densa e muito ramificada, de 2-

4cm de altura. Ela apresenta folhas simples, alternas, curto pecioladas, grossas e
coridceas, sem pélos, de forma romboédricas com um espinho em cada um dos 3
-5cm de comprimento. Suas inflorescéncias sdo aglomeradas e curtas nas

axilas das folhas, com bracteas carnosas na base, as flores sdo hermafroditas,
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pequenas e discretas, de cor résea e o fruto, de cor amarelo-rosado, é uma capsula

drupacea, rugosa, dividida em 5 partes e cada uma contendo uma semente (BACKES &
IRGANG, 2002; LORENZI & MATOS, 2002; SCHULTZ, 1990).

A reproducdo desta planta € por sementes ou brotacdo de raizes e seu
crescimento € lento. No Uruguai se encontra no Monte Serrano, onde cresce muito bem
associada com outras arvores. Ela floresce no outono e frutifica na primavera. No
inverno apresenta a copa coberta de folhas de cor verde brilhante, na primavera
aparecem os frutos de cor roxa, no verdo predomina a copa e a folhagem de cor verde
licido e no outono as flores ndo se destacam muito, mas o seu perfume é muito

(BACKES & IRGANG, 2002; MUNOZ et al, 1993).

% Componentes Quimicos

Os principais componentes quimicos identificados nas folhas de Jodina
rhombifolia Hook. et Arn., sdo: acidos organicos, compostos fendlicos, al
taninos, flavonoéides, grupos amino, esteroides, gomas e mucilagenos (BEIRA, 2000).

Os flavondides sdo componentes que tém sido bem investigados por suas
propriedades anticancer. Experimentos realizados em laboratorios tem mostrado que os

ides inibem a proliferacio e o crescimento da linhagem MCF-7 de
adenocarcinoma de mama humano (GUTHRIE et al, 1997).

Experimentos realizados comprovam a presenca de &cido hidroxilico nas
sementes da planta Jodina rhombifolia Hook. et Arn (HOPKINS et al, 1968).

Estudos evidenciam a presenca de esteroides e/ou triterpenos em grande
guantidade na planta Jodina rhombifolia Hook. et Arn., sendo também encontrado, em
menor proporcdo, alcaldides, cumarinas e saponinas em extrato etandlico (GLEYE,
1991).

% Aspectos Farmacoldgicos e Toxicolégicos

Em ratas tratadas com extratos liofilizados de folhas e troncos desta planta, se
observou uma inibicdo da formacao de Ulceras induzidas por stress (BEIRA, 2000).

Em estudos realizados com plantas na medicina popular Argentina para tratar
diarréias, catarros e infec¢Bes do trato urinario, a Jodina rhombifolia Hook. et Arn. ndo
mostrou atividade antibacteriana frente a Pseudomonas aeuruginosa, Staphylococcus
aureus e Escherichia coli (BEIRA, 2000).

Estudos realizados com extratos aquosos da planta Jodina rhombifolia Hook. et
Arn. mostrou que estes extratos nao apresentam atividade mutagénica frente a
Salmonella (VARGAS et al, 1991).

A toxicidade subcronica de extratos de folhas e troncos de Jodina rhombifolia
Hook. et Arn. foi avaliada em ratas tratadas com doses de 800mg/Kg destes extratos
durantes 30 dias consecutivos. O estudo dos 6rgdos dos animais tratados nao indicou
nenhuma alteracdo nos aspectos morfolégicos nem dos tecidos. Esta planta também

(BEIRA, 2000).



Ameérica do Sul, incluindo a Bacia Amazonica, a América Central, as Antilhas e a Africa
Tropical (LORENZI, 1998; LORENZI & MATOS, 2002; NEVES et al, 2004).

Figura 8. Espécie vegetal Carapa guianensis Aubl.
Ampliado: 275 x 302
Fonte: <www.rain-tree.com/ Plant Images/Carapa_guianensis.jpg>.




Figura 9. Detalhes das cascas e sementes da espécie Carapa guianensis Aubl.
Ampliado: 275 x 302
Fonte: <www.rain-tree.com/ Plant Images/Carapa_guianensis.jpg>.

+ Aspectos Botanicos

A familia Meliaceae compreende cerca de 51 géneros que abrangem
aproximadamente 1.400 espécies pantropicais em grande parte, sendo poucas as
subtropicais e de regifes temperadas. Na flora do Brasil estdo representadas espécies

Melioideae e Swietenioideae — a primeira subordinada os géneros
Trichilia, Cabralea e Guarea, e a segunda, Cedrela, Swietenia e Carapa. Sao arvores
de grande porte, com folhas pinadas, bipinadas ou unifolioladas. As pinadas podem ser
imparipinadas ou paripinadas, pela reducdo do foliolo terminal a uma cicatriz vestigial,
como em Cabralea, Cedrela e Carapa. Quando os foliolos novos desenvolvem-se no
apice foliar, os foliolos velhos da porcdo basal da raque desarticulam-se e, por fim, a
propria raque liberta-se da folha nova. A folha, nesses casos, tem comportamento e
estruturas anatdbmicas semelhantes a um ramo. A inflorescéncia € um tirso ou uma
panicula axilar, raramente terminal. As flores sdo geralmente pequenas, unidas numa
panicula vistosa. As plantas podem ser andréginas, didicas, mondicas ou poligamas.
Apresentam frutos secos ou carnosos, deiscentes ou indeiscentes, podendo ser as
sementes aladas ou ndo aladas (BARROSO, 1991; SCHULTZ, 1990).

A planta Carapa guianensis Aubl. foi classificada como pertencente a Divisao:
Magnoliophyta, Classe: Magnoliopsida, Subclasse: Rosidae, Ordem: Sapindales,
Familia: Meliaceae, Género: Carapa e Espécie: Carapa guianensis Aubl (BARROSO,
1991).

% Aspectos Morfologicos

Esta planta € uma arvore grande, de até 30m de altura, de copa globosa densa e
com tronco de 50-120cm de diametro. Folhas verde-escuras, compostas pinadas e
alternas. Apresenta inflorescéncia em paniculas axilares, com flores glabras, discretas,
pequenas, perfumadas e de cor creme. Os frutos sao capsulas lenhosas, globoso-
anguladas, deiscentes, contendo de 5 a 10 sementes com casca coriacea, polpa
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branca, tenra, amarga e com 70% de um 6leo espesso, de cor amarelo-escuro. A
reproducdo desta planta é por sementes, de facil propagacdo e de crescimento rapido.
Ela floresce de setembro a dezembro e frutifica de fevereiro a julho (LORENZI & MATOS,
2002; LOUREIRO & SILVA, 1968).

% Componentes Quimicos

A identificagdo dos principais componentes do 6leo da semente da andiroba é
realizada através de técnicas espectroscopicas como UV-visivel e por cromatografia
gasosa e liquida (DAMASCENO et al, 2003).

Os componentes do Oleo das sementes da andiroba sdo representados por
estearinas, acidos graxos oléicos e &cido miristico, e em menor quantidade pelos &cidos

(LORENZI & MATOS, 2002).

O extrato hexéanico do 6leo das sementes de andiroba revelou a presenca de
taninos (atividade antifungica e antibacteriana), carboidratos, alcaléides e glicosideos
(MATTHIAS & JOHNS, 1993).

Estudos realizados mostram que nas folhas da Carapa guianensis Aubl. estdo
presentes os ésteres graxos saturados (ésteres de acidos e alcoois de cadeias longas)
gue formam uma das principais classes na composicdo das ceras epicuticulares, na
qgual é composta principalmente por derivados do acido palmitico e os terpendides que
constituem uma das mais diversificadas classes de compostos quimicos caracterizadas
em extratos vegetais e apresentam a mesma origem biossintética a partir do acido

(SIQUEIRA et al, 2003).

O extrato metanolico do Oleo das sementes de andiroba extraido por
cromatografia revelou a presenca de limondides, na qual sdo substancias também
conhecidas como meliacinas ou tetranortriterpendides, apresentam atividades
fagoinibitorias e propriedades inseticidas (CONNOLLY et al, 1966; OLLIS et al, 1970).

Experimentos realizados com flores de Carapa guianensis Aubl. que foram
submetidas a hidrodestilacdo revelaram a presenca bicyclogermacrene (23%) e
germacrene B (14,3%) (ANDRADE et al, 2001).

Na literatura, existem alguns componentes ativos encontrados na andiroba como,
carapinas e epoxiazadiradionas (ALBUQUERQUE, 1989).

% Aspectos Farmacolégicos e Toxicologicos

Estudos mostraram que o tratamento oral com 6leo de andiroba produziu efeito
analgésico e inibiu a resposta inflamatéria em camundongos e o extrato aquoso da
casca de andiroba reduziu o numero de contor¢cbes abdominais induzidas com acido

(MITSUGUI et al, 2002).

Uma variedade de limondides apresentou uma atividade citotoxica em culturas

“in vitro” de neuroblastoma (rato) e osteosarcoma humano (COHEN et al, 1996).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL
3.1.1. Meio de Cultivo
< Meio RPMI 1640

O meio de cultivo celular RPMI 1640 foi utilizado para o cultivo “in vitro” das
células de adenocarcinoma de mama humano (MCF-7) e para a realizacdo dos ensaios
biolégicos de citotoxicidade dos extratos e fracfes da planta Jodina rhombifolia Hook et
Arn. e dos extratos da Carapa guianensis Aubl. com a linhagem celular MCF-7.

O meio RPMI 1640 comercial (frasco de 100mL, Cultilab) € liquido, estéril, de cor
rosa forte e contém bicarbonato de sodio, glutamina e antibidtico.

Este meio foi conservado em aliquotas de 100mL a 4°C. Para sua utilizacdo, as
aliquotas foram distribuidas em volumes menores, segundo as necessidades do
trabalho e para evitar uma possivel conta

O meio foi suplementado com Soro Bovino Fetal (SBF) a 10% e foi colocado em
banho-maria a 37°C.

3.1.2. Soro
% Soro Bovino Fetal (SBF)

O SBF foi utilizado como suplemento do meio de cultivo RPMI 1640, para o
crescimento em monocamada da linhagem tumoral MCF-7 de adenocarcinoma de
mama humano e para a realizacdo dos ensaios biologicos de citotoxicidade dos

Jodina rhombifolia Hook et Arn. e dos extratos da Carapa
guianensis Aubl.

O soro bovino fetal comercial (frasco de 100mL, Cultilab) é liquido, estéril, de cor
amarelo claro e contém albumina, globulina a 1 e 2, globulina b, glicose, uréia, creatina
e lemo globulina. Segundo BARKER (2002) ele ¢ indicado para cultivos celulares, com
composicdo nutricional para os meios ce cultivo em geral, fornecendo os fatores de
crescimento e 0s nutrientes necessarios.

O SBF foi conservado em aliquotas de 100mL a 20°C. Para sua utilizacdo, as
aliquotas foram descongeladas em banho-maria a 37°C e distribuidas em volumes
menores, segundo as necessidades do trabalho e para evitar uma possivel



47

3.1.3. Linhagem Celular
% Adenocarcinoma de Mama Humano (MCF-7)

Esta linhagem celular foi adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro/RJ. A
linhagem MCF-7 prolifera em monocamada aderida a superficie do frasco de cultivo
(25cm?, poliestireno, Corning), formando pequenos grumos celulares. O cultivo foi
mantido em estufa de cultura a temperatura de 37°C, em meio RPMI 1640
suplementado com SBF a 10%.

A linhagem foi mantida mediante a transferéncia do cultivo de duas a trés vezes
por semana.

3.1.4. Solucbes

®,

% Solucdo Tampéo de Fosfato (PBS)

Foi utilizada como meio de lavagem no cultivo de células que crescem em
monocamada em cultivo “in vitro”. Esta solugdo é livre de Ca®* e Mg®*, contém Nacl,
KCI, Na;HPO,, KH,PO4 e agua MilliQ e o pH desta solucdo foi ajustado em 7,4. A
solucao foi esterilizada em autoclave e conservada a 4°C.

% Solucéo de Tripsina— EDTA

A solucéo tripsina — EDTA (Acido Etileno Diamino Tetracético) foi utilizada para
permitir o deslocamento das células dos frascos de cultivo e/ou desagregacdo de
grumos celulares, através da sua propriedade proteolitica sobre as proteinas
intercelulares.

Esta solucdo contém PBS, Tripsina (Imlab) e EDTA (Synth). O pH foi ajustado
em 7,2, a esterilizacdo foi realizada por filtracdo com membranas de 0,45nm de
didametro (Millipore) e a conservacao das aliquotas foi a 20°C. Somente a aliquota de
uso no trabalho é conservada a 4°C.

% Solucéo de Sulforodamina B (SRB)

A solucéo a 0,4% p/v de sulforodamina B (Sigma), utilizada para a determinagéo
colorimétrica da citotoxicidade “in vitro”, foi preparada dissolvendo SRB em &acido
aceético a 1%. A solucao deve ser preparada no momento de sua utilizac&o.

% Solucdo Tampéao Tris base

Para preparar a solucdo a 10mM, foi dissolvido 1,21g de Tris base comercial
(Vetec) em 1 litro de agua MilliQ. O pH foi ajustado a 10,5 com NaOH. Esta solucao foi
utilizada para resolubilizar a solucdo de SRB e foi conservada em temperatura
ambiente, sem luz e calor.
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% Acido Tricloroacético 50% (p/v) TCA

Para preparar esta solucado, foi pesado 50g de &cido tricloroacético comercial
(Vetec) e foi dissolvido em 100mL de agua MilliQ. Esta solucao foi utilizada para romper
as células e fixar as proteinas celula

% Acido Acético 1%

Para preparar esta solucdo, foi dissolvido 10mL de acido acético comercial
(Synth) em 990mL de agua MilliQ. Esta solucéo foi utilizada para remover o0 excesso da
solucdo de SRB e foi conservada em temperatura ambiente, sem luz e calor.

% Corante Azul de Trypan 0,4%

Esta solugéo foi preparada utlizando NaCl 0,81%, K;HPO,; 0,06% e azul de
trypan comercial (Carlo Erra). Estas substancias foram dissolvidas em 100mL de agua
MilliQ, foram filtradas com membranas de 28nm de didametro (Prolab) e a conservacao
das aliquotas foi a 4°C. Este corante foi utilizado para corar as células mortas,
diferenciando-as das células vivas, para possivel contagem da viabilidade celular em

3.1.5. Equipamentos

¢

Capela de fluxo laminar
Incubador

Autoclave

Microscopio invertido
Banho-maria

Centrifuga refrigerada
Bomba de aspiragao
Refrigerador

Estufa de secagem
Equipamento de filtracdo
Lavador de pipetas automético
Destilador

o
A5

7/
X4

X/ K/ 7 X/ K/ 7 X/ X/ K/
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3.1.6. Materiais Vegetais

X4

Planta Jodina rhombifolia Hook. et Arn.

*,

O material utilizado no estudo foi as folhas da planta Jodina rhombifolia Hook. et
Arn. A coleta da planta foi realizada no municipio de Pelotas, RS, Brasil, no més de
novembro de 2004. A planta foi levada para o Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, Universidade Federal de Pelotas, UFPel onde foi colocada sobre uma
bancada limpa para secar a temperatura ambiente durante dois meses. Apds o tempo
de secagem, a planta ja seca foi fragmentada separando-se as folhas dos trocos.
Foram feitos envelopes de papel pardo para colocar os distintos materiais, 0s quais
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foram identificados. As folhas secas foram pulverizadas em moinho (Fritsch) de malha
0,5mm, em 10 rpm e o po obtido foi enviado ao Departamento de Quimica Organica,
Universidade Federal de Pelotas, para ser realizada a preparacdo dos extratos e

% Planta Carapa guianensis Aubl.

O material utilizado no estudo foi o Oleo das sementes da planta Carapa
guianensis Aubl. Os extratos obtidos deste oleo foram preparados e fornecidos pelo
Laboratorio de Oleoquimica do Departamento de Quimica Organica da Universidade
Federal de Pelotas — UFPel.

3.1.7. Extratos e Fracoes

®,

«+ Planta Jodina rhombifolia Hook. et Arn.

Para serem aplicados nos cultivos celulares, os extratos e fra¢cdes foram diluidos
em agua para injecao estéril apirogénica (Basa) ou Dimetilsulféxido-DMSO (Vetec) e
foram esterilizados por filtracdo com membranas de 0,45mm de diametro (Millipore).

®,

% Planta Carapa guianensis Aubl.

Para serem aplicados nos cultivos celulares, os extratos foram diluidos em agua
para injecdo estéril apirogénica (Basa) ou Dimetilsulfoxido-DMSO (Vetec) e foram
esterilizados em UV por 15 minutos.



EDTA. As células foram incubadas por 7 minutos a temperatura
ambiente e por 1 minuto na incubadora a 37°C. Passado o tempo, foi acrescentado
5mL de meio de cultivo suplementado com 10% de SBF, para neutralizar o efeito da
enzima. Estes 6mL presentes na garrafa foram colocados em um tubo falcon, para
serem centrifugados a 1500 rpm, por 10 minutos. Apés foi descartado o sobrenadante
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do falcon e foi acrescentado 5mL de meio de cultivo suplementado com 10% de SBF
sobre o pellet. Retirou-se 1mL desta solugéo celular e colocou em um eppendorf. Em
um outro eppendorf, foi colocado 10m desta suspensdo e 10m de Corante Azul de
Trypan 0,4%, totalizando 20m. Estes 20m foram colocados em uma camara de
neubauer, levada ao microscépio invertido (Quimis) para ser realizado a contagem da
viabilidade celular, segundo FRESHNEY (2000). Foram cntados cinco quadrantes da
camara. A seguinte férmula foi utilizada:

NC =NCV x 2 x 5 x 20 x 10*

NC — numero de células presentes na garrafa de cultivo
NCV — numero de células vivas contadas em 5 quadrantes
2 — diluicdo do corante

5 — quadrantes contados

20 — diluicéo

10* — converséo para 1mL.

3.2.3. Preparacao dos Extratos e FragcOes

R/

% Preparacéo dos extratos da planta Jodina rhombifolia Hook. et Arn.

Como mostra 0 esquema de extracao na figura 10, baseado em BEIRA (2000),
os extratos foram preparados por decoccéo de 30g de folhas secas e moidas da planta,
durante 25 minutos em 900mL &gua destilada. Transcorrido este tempo, o filtrado foi
seco em liofilizador, originando o Extrato Aquoso (JRA). Na planta residual | foi
adicionado 300mL de MeOH 80% e macerou-se 3 vezes por 12 horas, originando os
filtrados (JRM1, JRM2 e JRM3). Estes foram reunidos e secos primeiramente em
evaporador rotatério para eliminar a metanol e apés em liofilizador. O precipitado assim
obtido foi o Extrato Metandlico denominado (JRM). A planta residual Il foi macerada
com 300mL de cloroférmio durante 48 horas e o filtrado foi seco por evaporador
rotatério e em liofilizador, originando o Extrato Cloroférmico denominado (JRC).
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Folhas de JodinarhombifoliaHook. et Arn.

P =309
DECOCCAO
FILTRACAO
> JRA
PLANTA RESIDUAL |
MACERACAO
JRM1 JRM?2 JRM3 PLANTA RESIDUAL Il
| | MACERACAO
FILTRACAO
FILTRACAO
v JRC
JRM

Figura 10. Esquema de preparacéo dos extratos aquoso, metandlico e cloroférmico

% Preparacéao das fracfes da planta Jodina rhombifolia Hook. et Arn.



JRM1 JRM2 JRM3

l FILTRACAO

JRM

| PARTICAO (L/L)
Fase Hexanica

Fase Metandlica

Fase Hexanica Fase Metandlica Fase Metanolica Fase Hexanica

—» JRMFM €

»  JRMFH

Figura 11. Esquema de fracionamento do extrato metandlico (JRM)

Rl

% Preparacéo dos extratos da planta Carapa guianensis Aubl.



Conforme mencionado no item 3.1.6, 0s extratos obtidos do 6leo das sementes
desta planta foram preparados, segundo OLLIS (1970) e fornecidos pelo Laboratério de
Oleoquimica do Departamento de Quimica Orgéanica da Universidade Federal de
Pelotas — UFPel.

Como mostra o esquema de extracdo na figura 12, as amostras foram moidas no
liquidificador e apds foram submetidas a maceracao por 2 dias em éter de petroleo e

i feita a filtracdo a vacuo e o extrato obtido foi concentrado por destilacdo
simples, obtendo-se assim o Oleo. ApGs esta etapa de maceracdo, as amostras foram
submetidas a extracdo no Soxhlet com éter de petroleo, para remover as gorduras
residuais. Para isso, cerca de 120g de andiroba foram submetidas a extracdes
sucessivas de 4 horas (5X) e os extratos concentrados, usando destilagdo simples.
Desta forma foi obtido o Extrato de Eter de Petréleo (CGEP).

Algumas amostras retiradas dos extratores de Soxhlet foram secas, pesadas e
submetidas aextragdo com solvente metanol sob refluxo por 4 horas (5X). O solvente
foi concentrado no evaporador rotatério e o residuo concentrado a temperatura
ambiente. Por decantacéo foi obtido um precipitado, que foi recupe
Vvacuo e, apos seco, resultou em um po levemente amarelado. O extrato resultante que
teve um aspecto oleoso escuro foi denominado de dleo-resina. Este, ap6s um periodo
de cerca de 3 dias, formou uma pelicula que apds se precipitou, formando uma massa
soélida compacta, resultando no Extrato Metandlico (CGEM).

Oleo das sementes de Carapa
guianensis Aubl.

MACERACAO
FILTRACAO
DESTILACAO SIMPLES

RESIDUO )
EXTRACAO SOB REFLUXO
SOXHLET EVAPORADOR ROTATORIO
DESTILACAO SIMPLES DECANTACAO
FILTRACAO
v
o | CoEM_
UFPel)

3.2.4. Avaliacao da Atividade Citotoxica dos Extratos e Fragdes em cultivos celulares
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% Preparacédo dos extratos e fragGes da planta Jodina rhombifolia Hook. et Arn.

De cada um dos extratos e fracBes a utilizar foi preparado solu¢cdes em agua
para injecdo estéril apirogénica (Basa) ou Dimetilsulfoxido-DMSO (Vetec) cuja
concentracdo foi a maxima alcancada segundo a solubilidade do produto. Apés a
esterilizacao por filtracéo, utilizando filtros de membrana adequados a cada solvente e
com 0,45mm de didmetro (Millipore), foram preparadas em condicdes de esterilidade, as
diluicbes adequadas com o solvente correspondente. Segundo ITHARAT (2004) o
extrato aguoso (JRA) foi diluindo com agua para injecédo estéril apirogénica e o extrato
metandlico (JRM) e o cloroférmio (JRC) foram diluidos em Dimetilsulféxido-DMSO. Ja
as fragcbes metandlica (JRMFM) e hexanica (JRMFH) foram diluidas ambas em

-DMSO.

Foi observada a concentracédo final de DMSO nos meios de cultivos, que néo
deve superar a 0,05% (v/v), concentracdo que previamente se havia comprovado néo
modificar nem a viabilidade nem a proliferacdo celular. As solu¢cbes foram conservadas
a -20°C até o momento de sua utilizacéo.

®,

% Preparacéo dos extratos da planta Carapa guianensis Aubl.

De cada um dos extratos a utilizar foi preparado solugbes em agua para injecdo
estéril apirogénica (Basa) ou Dimetilsulfoxido-DMSO (Vetec) cuja concentracdo foi a
maxima alcancada segundo a solubilidade do produto. Apds a esterilizacdo em UV por
15 minutos, foi preparado em condi¢des de esterilidade, as diluicdes adequadas com o
solvente correspondente. O Extrato Metandlico (CGEM) foi diluido com &gua para

stéril apirogénica e o Extrato de Eter de Petrdleo (CGEP) foi diluido em
-DMSO.

Foi observada a concentracéo final de DMSO nos meios de cultivos, que n&o
deve superar a 0,05% (v/v), concentracdo que previamente se havia comprovado néo
modificar nem a viabilidade nem a proliferacdo celular. As solu¢cdes foram conservadas
a -20°C até o momento de sua utilizagéo.

3.2.5. Avaliacéo da Citotoxicidade dos Extratos e Fracdes de Jodina rhombifolia Hook.
et Arn. e extratos de Carapa guianensis Aubl. em cultivos de monocamada

A acdo citotoxica e/ou inibidora da proliferacdo celular exercida pelos extratos
elou fracdes purificadas das plantas, foi avaliada sobre a linhagem celular derivada de
adenocarcinoma de mama humano (MCF-7).

Este estudo foi ealizado mediante cultivos celulares em monocamada que se
mantiveram durante 48 horas na presenca de concentracdes crescentes dos produtos.
Transcorrido este tempo, a quantidade de proteina presente nos cultivos foi
determinada mediante uma técnica colorimétrica, por coloracédo das proteinas celulares
com sulforodamina B (SRB) que se fixa nos aminoacidos basicos das macromoléculas.

Os cultivos em crescimento exponencial da linhagem celular foram tripsinizados
e se preparou suspensoes celulares em meio de cultivo RPMI 1640 suplementado com
10% de SBF, de forma que contivesse o0 numero de células necessarias para manter o
crescimento exponencial, nos cultivos controles, durante as 48 horas previstas de
duracdo do experimento. O numero de células foi calculado em funcdo do tempo de
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duplicacdo de cada linhagem celular. Nestas condicbes experimentais foi necessario
cultivar 1-2x10* células/cavidade para a linhagem MCF-7, para manter o crescimento
exponencial no tempo estabelecido.

As células foram cultivadas em placas de poliestireno de 96 cavidades de fundo
plano, suspendidas em 198 ni de meio de cultivo com 10% de SBF e foram incubadas
durante 24 horas a 37°C, para permitir a aderéncia das células asuperficie da placa de
cultivo. O tempo de aderéncia pode variar segundo a linhagem celular.

Passado este tempo, foi adicionado aos cultivos concentragcbes crescentes do

m. Foram realizadas de 3 a 5 réplicas para cada
concentracado de produto (T) e cultivos controles paralelos que continham
excipiente do produto (C). Também foram preparadas réplicas das cavidades sem
células (brancos), que continham 198m de meio de cultivo e 2m das concentracdes do
produto.

Em todos os casos e da mesma suspensao celular, foram distribuidas em uma
placa separada, distintas cavidades que serviram para medir, uma vez corada, a
densidade Optica correspondente ao numero de células de partida (Tp), ou seja, as
células aderidas na placa apos 24 horas de incubacdo. Esta placa chamada de placa
ao tempo zero contém também varias réplicas de cavidades com 200m de meio de
cultivo que serviram de reativo branco para os valores de Ty.

Apbs a incubacgédo do cultivo no tempo desejado para o teste de citotoxicidade, a

RUBINSTEIN (1990) e SKEHAN (1990), as células foram fixadas
mediante a adicdo de 50m de TCA frio (50% p/v) sobre os 200 de cultivo de cada
cavidade (concentragéo final de TCA na cavidade 10%) e incubadas a 4°C durante 60
minutos. Seguidamente, foi descartado o sobrenadante e foram ralizadas 5 lavagens
com agua MilliQ. Uma vez seca a placa, pode-se conservar tampada a 4°C até o
momento da coloragdo. A placa ao tempo zero que continha os cultivos Tp foi fixada
com TCA 50% apOs as 24 horas de cultivo, e € neste tempo em que adicionou o
produto nas placas problema. Uma vez secas, foram conservadas a 4°C até o0 momento

Segundo RUBINSTEIN (1990) e SKEHAN (1990), a coloracdo colorimétrica foi
realizada mediante a adicdo de 100m de uma solucédo de SRB (0,4 p/v em acido acético
a 1%) em cada cavidade dos controles e dos testes. As placas foram incubadas durante
30 minutos a temperatura ambiente e foi eliminada a solucdo nado fixada mediante 5
lavagens com acido acético a 1%. O sobrenadante de cada lavagem foi eliminado
mediante a inversédo brusca das placas e uma vez vazias, foram deixadas secar em
temperatura ambiente. Seguidamente foi resolubilizado o corante fixado nas proteinas
celulares com 100m de tampé&o Tris e as placas foram incubadas em um agitador de
placas a 50 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Segundo ITHARAT (2004) a leitura da densidade Optica foi procedida de cada
cavidade em um espectrofotbmetro adequado para a leitura de placas de cultivo, na
qual foi realizada a 492 nm.

Célculo dos parametros de citotoxicidade:
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Foram calculadas as médias dos testes, dos controles e da placa ao tempo zero
das distintas réplicas realizadas em cada condicdo experimental. Desta forma, foram
obtidos 3 valores para cada caso:

* To, refere-se a densidade 6ptica corresp ondente ao niamero de células em cultivo a
tempo zero.

* C, refere-se adensidade Optica correspondente aos cultivos controle que cresceram
na presenca do excipiente, mas sem o produto.

* T, refere-se a densidade O6ptica correspondente & cavidades que con tinham as
distintas concentra¢gdes dos produtos cuja acao se queria avaliar neste experimento.

Segundo MONKS (1991), a medida da viabilidade e sobrevivéncia celular apés o
cultivo na presenca dos produtos a avaliar foi expressa como %T/C [(densidade éptica
de células tratadas)/(densidade Optica do controle celular) x 100]. Utilizando estas
medidas, a resposta celular foi calculada nos términos de: estimulagdo do crescimento,
auséncia do efeito do produto, inibicdo do crescimento e morte celular.

Se T3 Ty, os resultados foram calculados segundo a seguinte formula:
[(T-To)/(C-To)] x 100

Se T < Ty, 0 qual significa que o produto causa morte celular, os resultados foram
calculados com a formula:

[(T-To)/To) X 100

Desta forma, foram originadas curvas doses/resposta para cada produto e a
partir delas foram calculados 3 niveis de efeito:

* Clsg, concentracdo do produto inibitoria capaz de reduzir 50% o crescimento celular
nos cultivos controle durante o periodo de incubag¢do com o farmaco.

* CIT, concentracdo do produto que causa uma inibicdo total do crescimento celular,
guando a quantidade de proteina presente na cavidade ao final do tempo de incubacédo
foi igual a presente no tempo de adi¢édo do produto.

* CLso, concentracdo do produto que causa 50% de reducéo da quantidade de proteina
medida a tempo zero. Este valor indica que se tem reduzido o niamero de células
presentes nas cavidades correspondentes.

Quando os valores calculados do efeito ndo alcancarem ou excederem 0s niveis
correspondentes ao efeito produzido devem ser expressas
Ccom maior ou menor que a concentragdo maxima ou minima ensaiada.
3.2.6. Analise Estatistica
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Os resultados obtidos através da leitura do espectrofotometro foram calculados e
analisados pelo programa estatistico GraphPad Prism 4.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudo da atividade citotdxica dos extratos aquoso, metandlico e cloroférmico de
Jodina rhombifolia Hook. et Arn. sobre a linhagem MCF-7 de adenocarcinoma de mama
humano

Os extratos testados foram obtidos segundo metodologia descrita no item 3.2.3.
e a atividade citotoxica e/ou inibidora da proliferacdo celular exercida pelos extratos, foi
determinada mediante ensaio colorimétrico com SRB e cultivos em monocamada da
linhagem MCF-7 de adenocarcinoma de mama humano, descrita no item 3.2.5. Desta
forma, foram construidas curvas doses/resposta para cada produto e a partir delas
foram calculados trés niveis de efeito: A concentracdo inibitéria 50 (Chkp), a
concentracao inibitoria total (CIT) e a concentracéo letal 50 (CLsp).

®,

% Atividade citotoxica do extrato aquoso sobre a linhagem MCF-7

Na figura 13, foi representado o efeito de concentracdes crescentes do extrato
aquoso (0,006 mg/mL; 0,015 mg/mL; 0,06 mg/mL; 0,15 mg/mL e 0,6 mg/mL) sobre a
proliferacdo da linhagem MCF-7, expressada como porcentagem de crescimento
respectivo aos cultivos controles crescidos na auséncia do extrato e presenca de
DMSO. Como pode ser observado, 0 extrato aquoso apresentou atividade
antiproliferativa sobre a linhagem estudada, com uma inibicdo de 75% do crescimento
celular, comparado ao controle.

Segundo BEIRA (2000) este extrato ndo apresentou atividade antiproliferativa
sobre as linhagens Bx-PC3, PANC-1, HT-29 e 3T3, ndo sendo possivel calcular a Clyo.
No entanto, como se observa nesta figura, este extrato apresentou atividade
antiproliferativa sobre a linhagem MCF-7, sendo a Clg igual a 0.030 mg/mL.

E possivel que a diferenca obtida nos resultados seja atribuida a metodologia de
preparacdo do extrato, pois neste trabalho se utilizou maior quantidade de planta e
maior volume do solvente, resultando em maior extragéo do(s) composto(s) ativo(s).
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Figura 13. Atividade do extrato aquoso (JRA) sobre a linhagem MCF-7

®,

% Atividade citotoxica do extrato metandlico sobre a linhagem MCF-7

O extrato metandlico apresentou atividade antiproliferativa e citotoxica sobre a

linhagem celular MCF-7, causando morte celular, conforme ilustrado na figura 14.
Os resultados obtidos foram semelhantes aos de BEIRA (2000), sendo os

valores da Clsp, CIT e CLsp destacados na tabela 3.
Os resultados sugerem que este extrato apresenta a mesma concentracao do(s)

composto(s) ativo(s).
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Figura 14. Atividade do extrato metandlico (JRM) sobre a linhagem MCF-7
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Tabela 3. Pardmetros de citotoxicidade do extrato metandlico (JRM) em MCF-7

Parametros (mg/mL) BEIRA, 2000 LIMA, 2005
Clso 0.059 0.034
CIT 0.080 0.054
ClLso 0.179 0.030

A figura 15 sdo fotos realizadas com maquina digital (Sony) em microscépio
invertido (Quimis) de cultivos de células de adenocarcinoma de mama humano MCF-7,
controle e expostos, durante 48 horas nas concentragées do extrato metandlico (JRM)
de 0,006 mg/mL; 0,015 mg/mL; 0,06 mg/mL; 0,15 mg/mL e 0,6 mg/mL. Nesta figura se
observa a inibicdo do crescimento com a concentragédo 0,15 mg/mL e morte celular com

Figura 15. Fotos de células da linhagem de adenocarcinoma de mama humano
MCF-7, expostas durante 48 horas nas seguintes concentracdes do extrato
metandlico JRM: A) controle B) 0,6 mg/mL C) 0,15 mg/mL D) 0,06 mg/mL E) 0,015

mg/mL e F) 0,006 mg/mL.



62

% Atividade citotoxica do extrato cloroférmico sobre a linhagem MCF-7

No grafico ilustrado na figura 16, foi representado o efeito de concentracdes
crescentes do JRC (0,0015 mg/mL; 0,006 mg/mL; 0,015 mg/mL; 0,06 ng/mL e 0,15
mg/mL), na qual foi possivel verificar a inibicdo da proliferagdo celular comparado ao
controle, sendo a Clkg igual a 0.021 mg/mL.

N&o é possivel comparar os resultado com o trabalho anteriormente realizado,
pois BEIRA (2000) testou este extrato sobre a linhagem Bx-PC3, e demonstrou que o
mesmo inibiu a proliferacdo e causou morte celular sobre esta linhagem.

Com respeito ao extrato cloroférmico, neste estudo, foi verificado que ndo houve
morte celular, o que pode representar que este extrato atua de maneira diferente nas
diferentes linhagens celulares, pois Bx-PC3 é uma linhagem de adenocarcinoma de

-7 de adenocarcinoma de mama, indicando que este extrato talvez seja

mais ativo em determinados tipos celulares do que outros.
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Figura 16. Atividade do extrato cloroférmico (JRC) sobre a linhagem MCF-7

4.2. Estudo da atividade citotoxica das fracbes metandlica e hexanica de Jodina
rhombifolia Hook. et Arn. sobre a linhagem MCF-7 de adenocarcinoma de mama

humano

As fracOes citadas foram obtidas seguindo a metodologia citada no item 3.2.3,
assim como a atividade citotoxica e/ou inibidora da proliferacéo celular foram estudadas
utilizando a mesma metodologia referidas para os extratos estudados anteriormente.

% Atividade citotoxica da fracdo metandlica sobre a linhagem MCF-7

Na figura 17, foi demonstrado os efeitos das concentracfes crescentes da fracao
metandlica (0,002 mg/mL; 0,006 mg/mL; 0,012 mg/mL; 0,040 mg/mL e 0,105 mg/mL)
sobre a proliferagdo da linhagem MCF-7. Como pode ser verificado, ndo houve
crescimento celular desta linhagem, ndo tendo como avaliar a atividade desta fracéo.
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Este resultado pode ter sido gerado pela utilizagdo da marca industrial da placa
de cultivo, que deve possuir algum tratamento toxico, pois o0 crescimento em garrafas é
adequado e nestas placas foi inferior ao esperado. Também foi testada outra marca de
placa que possibilitou um crescimento celular adequado.
No experimento desenvolvido em Barcelona por BEIRA (2000) foi identificado
atividade antiproliferativa e morte celular, com os valores para Clsp, CIT e CLsp iguais a
0.530 mg/mL, 1.378 mg/mL e 2.151 mg/mL, respectivamente.
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Figura 17. Atividade da fracdo metandlica (JRMFM) sobre a linhagem MCF-7

®,

% Atividade citotoxica da fracdo hexanica sobre a linhagem MCF-7

A atividade da fracdo hexanica foi avaliada na presengca de concentracdes
crescentes (0,002 mg/mL; 0,006 mg/mL; 0,012 mg/mL; 0,040 mg/mL e 0,105 mg/mL)
sobre a linhagem de estudo. A figura 18 mostra que esta fracdo apresentou resultados
irregulares sobre o crescimento celular, sendo este resultado completamente diferente
de BEIRA (2000).

Ndo foi possivel comparar os resultados destes testes, pois sdo necessarios
Novos experimentos para uma avaliacdo desta fracao.
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Figura 18. Atividade da fracéo hexanica (JRMFH) sobre a linhagem MCF-7

4.3. Estudo da atividade citotdxica dos extratos de éter de petréleo e metandlico de
Carapa guianensis Aubl. sobre a linhagem MCF-7 de adenocarcinoma de mama
humano

Da mesma forma que os extratos e fracdes de Jodina rhombifolia Hook. et Arn.
foram testados extratos da Carapa guianensis Aubl. sobre a linhagem MCF-7, na qual
as células foram cultivadas sob as mesmas condi¢cdes e os testes de citotoxicidade
realizados com 0 mesmo ensaio colorimétrico.

% Atividade citotdxica do extrato de éter de petréleo sobre a linhagem MCF-7

A atividade do extrato de éter de petrdleo foi avaliada na presenca de
concentragdes crescentes deste extrato (0,006 mg/mL; 0,015 mg/mL; 0,06 mg/mL; 0,15
mg/mL e 0,6 mg/mL). Como pode observar-se, na figura 19, houve inibicdo da
proliferacdo, mas este extrato ndo provocou morte celular e as concentracbes mais
baixas aumentaram a proliferacéo celular, comparado ao controle.

Futuramente, serdo realizados experimentos modificando a faixa de
concentragbes, pois foi observado um aumento da proliferacdo nas concentracdes
0,006 mg/mL; 0,015 mg/mL e a 0,06 mg/mL e estas ndo serdo mais avaliadas. Entéo,

acbes mais altas como 2,0 mg/mL; 1,0 mg/mL; 0,6 mg/mL e
0,15 mg/mL.
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Figura 19. Atividade do extrato de éter de petroleo (CGEP) sobre a linhagem MCF-7

®,

% Atividade citotoxica do extrato metandlico sobre a linhagem MCF-7

Na figura 20, foi representado o efeito de concentracdes crescentes do extrato
metandlico (0,006 mg/mL; 0,015 mg/mL; 0,06 mg/mL; 0,15 mg/mL e 0,6 mg/mL) sobre a
proliferacdo da linhagem MCF-7.

Verificou-se que este extrato promoveu a proliferacdo celular contrariando o

esperado. Desta forma, este extrato esta descartado para futuros testes, pois aumenta
o celular da linhagem MCF-7.
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Figura 20. Atividade do extrato metandlico (CGEM) sobre a linhagem MCF-7



Quanto aos extratos de Carapa guianensis Aubl.:

O extrato metandlico ndo inibiu a proliferacdo celular, mas sim aumentou o
crescimento;

O extrato de éter de petréleo apresentou atividade antiproliferativa sobre a
linhagem celular sendo mais efetivo que o metandlico.

Foi possivel realizar as técnicas de cultivo no Laboratorio de Cultivo Celular,
como proliferacdo celular, contagem de Vviabilidade celular, congelamento,
descongelamento e citotoxicidade, com éxito em todas as técnicas desenvolvidas.

E necessario adquirir equipamentos como estufa de CO, e espectrofotdmetro
para a realizacdo dos experimentos, pois no momento sdo desenvolvidos em outros
laboratorios o que dificulta o controle de condi¢des dos mesmos.

Desta forma, sugere-se a continuacdo do processo de purificagdo dos extratos
das duas plantas ja que foi comprovado o potencial antiproliferativo “ nos
experimentos.

Com isso, o valor dos produtos naturais e seus componentes derivados sao de
dicina, jA que os extratos estudados nesta pesquisa
revelaram atividades muito eficientes frente a células de adenocarcinoma de mama.
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