UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE ENGENHARIA QUIMICA
CURSO DE ENGENHARIA QUIMICA

BRUNA LUIZA VIEGA

AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DE COMPOSTOS DE Picrasma

crenata

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

FRANCISCO BELTRAO
2018



BRUNA LUIZA VIEGA

AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DE COMPOSTOS DE Picrasma

crenata

Trabalho de Conclusdo de Curso para obtencéo
do grau em Engenharia Quimica pela
Universidade Tecnolégica Federal do Parana —
Francisco Beltrao.

Orientadora: Prof®. Dr®. Elisdngela Diisman.
Coorientadores: Prof. Dr. Claudio Roberto Novello
e Prof. Dr. Douglas Junior Nicolin.

FRANCISCO BELTRAO
2018



FOLHA DE APROVACAO

BRUNA LUIZA VIEGA

AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DE COMPOSTOS DE Picrasma

crenata

Trabalho de Conclusdo de Curso para obtencéo
do grau em Engenharia Quimica pela
Universidade Tecnolégica Federal do Parana —
Francisco Beltr&o.

Data de aprovacgéao: 22 de novembro de 2018.

Elisangela Disman, Professora Doutora

Universidade Tecnolégica Federal do Parana — Francisco Beltrdo

Douglas Junior Nicolin, Professor Doutor

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — Francisco Beltrao

Claudia Eugénia Castro Bravo, Professora Doutora

Universidade Tecnolégica Federal do Parana — Francisco Beltrao

A folha de aprovacédo assinada encontra-se na coordenacao do curso ou programa.



“‘Dedico a minha familia e amigos proximos.”



AGRADECIMENTOS

Diante dessa etapa de conclusado, gostaria de agradecer profundamente as
pessoas ao meu redor atualmente, e também as que me acompanharam de longe
sem deixarem de me apoiar, compreendendo e convivendo com a distancia. Muito
obrigada pela confianga que me creditaram, com certeza foi fundamental.

Agradeco a Deus por ter me abencoado até aqui, por ter passado por
situacdes e sentimentos dificeis de lidar, mas principalmente por ter conseguido
aprender com todos os obstaculos e desafios passados.

A minha familia, que sem davida é a minha base, mesmo estando
fisicamente distante a maioria do tempo. Vocés foram os responsaveis por me apoiar
e me motivar em absolutamente todos 0s momentos, proporcionando essa
caminhada de aprendizados pessoais e profissionais até entao.

A minha orientadora e meus coorientadores pelo profissionalismo,
conhecimento, interesse e também paciéncia envolvidos nesse processo. Os meus
mais sinceros agradecimentos para vocés que tanto fizeram parte desse projeto, me
auxiliando nessa etapa tao importante pra mim, como profissional e também como
aprendiz da vida.

A Prof®. Dr?. Carolina Panis, da Universidade Estadual do Oeste do Parana

(UNIOESTE), pela disponibilidade e atencdo durante os experimentos realizados.



“‘Bom mesmo € ir a luta com determinacéo, abracar a vida e viver com paixao, perder
com classe e vencer com ousadia, porque 0 mundo pertence a quem se atreve e a
vida é muito para ser insignificante.”

(CHAPLIN, [19--] apud MENEZES, 2013).



RESUMO

As plantas medicinais sdo constituidas de varias substancias que podem ser
extraidas e ter uso terapéutico e/ou na medicina alternativa. O crescente niumero de
diagnosticos de doencgas crbnicas, como o0 cancer e, consequentemente, o elevado
indice de mortes, estimulou a busca pela cura e/ou por novos tratamentos menos
agressivos. Assim, 0 objetivo do presente estudo foi descobrir a atividade
citotoxica/antitumoral do extrato bruto do Pau Tenente e de seus compostos
isolados, quassina e paraina, em cultura de células tumorais hepéticas de rato
(HTC), e obter ajustes de polindmios que descrevam os resultados através de testes
com equacdes empiricas. O ensaio de citotoxicidade/atividade antitumoral do MTT
[3-(4,5-Dimethilthiazol-2-il)-2,5-diphenil tetrazolium bromide] foi realizado expondo as
células HTC por 24, 48 e 72 horas aos tratamentos: controle negativo (100 pL meio
de cultura); controle positivo (tratamento com 500 uM do agente citotoxico metil
metano sulfonato); controle solvente (25 L de DMSO (dimetilsulfoxido)/mL meio de
cultura para a quassina e 20 yL de DMSO/mL de meio de cultura para a paraina); e
concentracdes de extrato bruto do Pau Tenente (5, 10, 50, 100, 200, 300, 400, 500 e
1000 pg/mL de meio de cultura) e dos compostos quassina e paraina (1, 5, 10, 15,
20, 40, 60, 80 e 100 pg/mL de meio de cultura). Apos o periodo de exposicado dos
tratamentos, foi realizada a leitura em espectrofotbmetro a 492 nm para determinar a
atividade citotoxica dos compostos estudados. Os resultados das médias das
absorbéancias obtidas mostram que o0 extrato bruto apresentou baixa citotoxicidade
para as células HTC, em todas as concentracdes testadas. Para a quassina, as
concentracbes de 80 e 100 ug/mL foram citotoxicas, apds 72 horas de tratamento.
J& o teste com a paraina mostrou que as concentracdes de 1, 5, 20, 40, 60, 80 e 100
pg/mL, no tempo de 72 horas, foram citotoxicas, revelando uma nova atividade para
este composto. Dessa forma, nas condicdes experimentais, 0s resultados
comprovaram a atividade antitumoral da quassina e da paraina, agregando-se um
importante valor social e econbmico a esses compostos, podendo também ter

aplicacado em pesquisas futuras e na industria farmacéutica.

Palavras-chave: Quassina. Paraina. HTC. MTT. Antitumoral.



ABSTRACT

Medicinal plants are made up of various substances that can be extracted and have
therapeutic use and/or alternative medicine. The increasing number of diagnoses of
chronic diseases, such as cancer and, consequently, the high death rate, stimulated
the search for cure and/or for new and less aggressive treatments. Thus, the
objective of the present study was to discover the cytotoxic/antitumor activity of the
crude extract of Pau Tenente and its isolated compounds, quassin and parain, in
culture of rat hepatic tumor cells (HTC), and to obtain adjustments of polynomials that
describe the results using empirical equations. The cytotoxicity/antitumor activity of
MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] was performed
by exposing the HTC cells for 24, 48 and 72 hours to treatments: negative control
(100 pL culture medium); positive control (treatment with 500 uM cytotoxic agent
methyl methane sulfonate); solvent control (25 pL DMSO (dimethylsulfoxide)/mL
culture medium for quassin and 20 yL DMSO/mL culture medium for parain); and
treatments with the crude extract of Pau Tenente (5, 10, 50, 100, 200, 300, 400, 500,
1000 and 1000 pg/mL culture medium) and the quassin and parain compounds (1, 5,
10, 15, 20, 40, 60, 80 and 100 ug/mL culture medium). After the exposure period of
the treatments, the reading was performed in a spectrophotometer at 492 nm to
determine the cytotoxic activity of the compounds studied. The results of the obtained
absorbance averages show that the crude extract showed low cytotoxicity for the
HTC cells at all concentrations tested. For quassin, concentrations of 80 and 100
pMg/mL were cytotoxic after 72 hours of treatment. On the other hand, the test with
parain showed that the concentrations of 1, 5, 20, 40, 60, 80 and 100 ug/mL, at 72
hours, were cytotoxic, revealing a new activity for this compound. Thus, in the
experimental conditions, the results proved the antitumor activity of quassin and
parain, adding an important social and economic value to these compounds, and

may also be applied in future research and in the pharmaceutical industry.

Key words: Quassin. Parain. HTC. MTT. Antitumor.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sao constituidas de varias substancias que podem ser
extraidas e ter uso terapéutico e/ou na medicina alternativa. Em diversos grupos
étnicos e comunidades, elas sdo a Unica solucao terapéutica disponivel e acessivel
(GOMES; FIRMO; VILANOVA, 2014).

A técnica de extracdo, em especial de compostos de plantas medicinais, €
muito utilizada industrialmente, tanto para a separacdo quanto para a purificacdo de
compostos organicos, tendo aplicacdo em diversas é&reas, como ambiental,
farmacéutica, petroquimica, dentre outras (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001). O
meétodo de extracdo esta diretamente ligado com a atividade biologica resultante das
substancias extraidas. Além disso, o solvente aplicado no processo e a parte da
planta utilizada também podem interferir na atividade bioldgica desejada (FERNAND,
2003).

O Pau Tenente (Picrasma crenata) € uma planta medicinal descrita
popularmente como febrifuga, antissifilitica, antimalarica, ténica e inseticida
(DEBENEDETTI et al., 2002). Apers et al. (2002), Roldan et al. (2007) e Novello et
al. (2008) descreveram, respectivamente, atividade antitumoral, possivel atividade
genotoxica e baixa toxicidade do extrato de Picrasma crenata. Alguns quassinoides,
que sao substancias encontradas no Pau Tenente, jA apresentaram atividade
antitumoral (MORITA et al., 1990; VON BUEREN et al., 2007), anti-Ulcera (TADA et
al., 1991) e apoptética (ROSATI et al., 2004).

O reconhecimento da eficiéncia existente no uso de substancias
encontradas em plantas medicinais pode ser considerado um motivo para a busca
cada vez maior dessa variedade de tratamento. Outras razbes podem ser a
insatisfagdo com os tratamentos convencionais, em conjunto com efeitos colaterais
causados por mau uso de medicacdes sintéticas desses tratamentos, bem como da
inacessibilidade de uma significativa parcela da sociedade a esses medicamentos
(GOMES; FIRMO; VILANOVA, 2014).

Em especial, o crescente niumero de diagnodsticos de doencas crbnicas,
como 0 cancer e, consequentemente, o elevado indice de mortalidade, estimulou a
busca pela cura e por novos tratamentos menos agressivos. Dessa forma, varias
pesquisas tém objetivado comprovar e determinar as diversas atividades biolégicas,

principalmente a atividade citotOxica/antitumoral, dos compostos presentes em
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plantas medicinais, ja que os resultados sdo de grande interesse para a populagéo
em geral e para a industria farmacéutica (GOMES et al., 2013).

A citotoxicidade avalia o quao nocivo o0 composto estudado pode ser,
baseando-se no comportamento (morte ou ndo) de células vivas na presenca de
concentracbes de determinado composto. Existem diversas metodologias para
avaliacdo de atividade citotoxica, e sua escolha depende principalmente do produto
a ser testado (BIANCHI, 2008).

Um teste citotoxico reconhecido internacionalmente é o que avalia a
viabilidade celular de células Hepatoma Tissue Culture (HTC), que séo células
cancerosas advindas do figado de ratos (Rattus novergicus) (OLIVEIRA et al., 2006).
Elas séo células metabolizadoras e, por consequéncia disso, sdo muito aplicadas em
experimentos in vitro, cujo intuito é avaliar a reacdo do metabolismo do figado na
toxicidade de determinados compostos (BIANCHI, 2008). A utilizacdo de células
como essas possibilitam a comparacdo do comportamento delas com um possivel
comportamento em humanos, devido a semelhanca entre as células (BIANCHI,
2008).

Levando-se em consideracdo a inexisténcia de estudos com relacdo as
atividades antitumorais do Pau Tenente ou de seus compostos isolados quassina e
paraina, frente as células tumorais hepaticas de ratos, é importante avaliar esta
atividade, a fim de que essa planta possa ser utilizada para tratar doencas do
género, podendo até garantir uma maior seguranca de uso. Além disso, o Pau
Tenente possui significantes vantagens, como ser abundante e acessivel
financeiramente. Partindo dessa avaliacdo e, determinando tais atividades
bioldgicas, com base no comportamento de células cancerosas de ratos, pode-se
agregar um importante valor social e econdmico a essa planta e seus compostos.

Assim, o objetivo do presente projeto foi investigar a acdo do Pau Tenente e
de seus compostos isolados quassina e paraina como agentes antitumorais frente as
células HTC. Além disso, equacdes empiricas que correlacionam estes dados
contribuirdo para a sua interpretacéo e possibilitardo identificar a melhor forma de

tratamento e/ou combate deste tipo de cancer hepatico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade citotéxica/antitumoral do extrato bruto do Pau Tenente e

de seus compostos isolados, quassina e paraina, em cultura de células tumorais de

figado de rato, in vitro, e obter ajustes de polinbmios que descrevam essa atividade,

a fim de identificar a melhor forma de tratamento e/ou combate deste cancer.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os obijetivos especificos deste trabalho séo:

a)

b)

d)

avaliar e comparar a atividade citotoxica/antitumoral do extrato bruto de
Pau Tenente, da quassina e da paraina, em cultura de células HTC
tratadas por 24, 48 e 72 horas;

analisar a eficiéncia, em termos de citotoxicidade, do extrato bruto e dos
compostos isolados, determinando a melhor forma e concentragdo do
Pau Tenente como anticancer;

comparar o rendimento de extracdo do extrato bruto e dos compostos
isolados com a atividade citotoxica/antitumoral, a fim de analisar sua
aplicacao e eficiéncia na industria;

testar equacBes empiricas que descrevam o comportamento das células
HTC perante cada composto testado, nas diferentes concentracdes e

tempos de tratamentos avaliados.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais sdo constituidas de substancias que podem ter
aplicacao terapéutica e/ou na medicina alternativa (GOMES; FIRMO; VILANOVA,
2014). Elas sao utilizadas principalmente com base em informacdes muito antigas e
tradicionais, por meio de observacédo e experimentacdo (ALVARENGA et al., 2017)
e, em diversos grupos étnicos e comunidades pobres, sdo a Unica solucéo
terapéutica disponivel e acessivel para a maioria. De acordo com a Organizacdo
Mundial da Saude (OMS), a medicina tradicional € buscada por pelo menos 80% da
populacdo mundial pra suprir necessidades médicas basicas (GOMES; FIRMO;
VILANOVA, 2014).

A experimentacéo e comprovacao de resultado eficaz das plantas medicinais
mantém e acumulam as informac@es terapéuticas ja conhecidas e descobertas, ao
longo dos anos (GOMES; FIRMO; VILANOVA, 2014).

Pela enorme diversidade da sua flora, o Brasil mostra um grande interesse
da populagdo na adesao de tratamentos naturais (FERRAZ et al., 2010). Ainda no
Brasil, somente 8% de todas as 60 mil espécies de plantas catalogadas foram alvos
de pesquisas relacionadas aos compostos bioativos e quase 2% referem-se a suas
propriedades medicinais (BARROS, 2010).

O reconhecimento da eficiéncia existente do uso de substancias
encontradas em plantas medicinais pode ser considerado um motivo para a busca
cada vez maior dessa variedade de tratamento. Outras razfes podem ser a
insatisfacdo com tratamentos convencionais, em conjunto com efeitos provocados
pelo proprio uso incorreto de drogas sintéticas indicadas nesses tratamentos, bem
como, da inacessibilidade de uma significativa parcela da sociedade a esses
medicamentos (GOMES; FIRMO; VILANOVA, 2014).

O conhecimento popular desperta um interesse de cunho cientifico e a
curiosidade de pesquisadores e da propria populacdo, no intuito de estudar e
comprovar propriedades terapéuticas de plantas antes desconhecidas (GOMES;
FIRMO; VILANOVA, 2014).

Muitos farmacos vendidos s&o originados de compostos naturais,

desencadeando um dos principais motivos para se analisar e caracterizar extratos
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vegetais. Com o0 avanco da tecnologia, métodos quimicos modernos garantem a
acessibilidade as moléculas bioativas, tornando ainda mais viavel seu estudo como

protétipo para a criacdo de formulacfes de medicamentos (BARROS, 2010).

3.1.1 Pau Tenente

O Pau Tenente, representado na Figura 1 e cujo nome cientifico € Picrasma
crenata, é wuma planta medicinal descrita popularmente como febrifuga
(DEBENEDETTI et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2015); antimalarica (LANG’AT et al.,
1998; DEBENEDETTI et al., 2002); antissifilitica, tdnica, inseticida (DEBENEDETTI
et al., 2002); hipoglicémica (RAJASEKARAN; SIVAGNANAM; SUBRAMANIAN,
2005; GOMES; FIRMO; VILANOVA, 2014); antitumoral (APERS et al.,, 2002);
emagrecedora (TEIXEIRA et al., 2014); antiespasmodica (OLIVEIRA et al., 2015);
utilizada contra a Diabetes mellitus com indicacdo terapéutica empirica
(ALVARENGA et al., 2017) e no tratamento do vitiligo (MONTEIRO et al., 2002). O
estudo de Novello et al. (2008) mostrou baixa toxicidade do extrato hidroalcodlico de
P. crenata em ratos, e comprovou seu potencial positivo como hipoglicémico e anti-

Ulcera.

Fonte: Le (2012).
P. crenata pode ser encontrada nos estados de Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parana, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Bahia (PIRANI, 1997).
Ela também esta presente na regiao subtropical tmida de Misiones, na Argentina, e
€ confundida com outras espécies de madeira amarga, como a Quassia amara
(OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 2005). No Brasil, a Q. amara, representada na Figura

2, é conhecida como falso quinino e cresce na regido Umida amazonica de Belém e
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Pard, e ja a P. crenata € também conhecida como Aeschrion crenata e cresce
também na parte selvagem da Mata Atlantica (OCAMPO; BALICK, 2010).

Figura 2

- Quassia amara

Fonte: Barros (2010).

P. crenata e Q. amara sao constituidas por quassindides, compostos que
possuem vasta faixa de atividade biolégica (ALMEIDA et al., 2007). Alguns deles ja
apresentaram atividades antitumorais (MORITA et al., 1990; VON BUEREN et al.,
2007), anti-ulcera (TADA et al., 1991) e apoptética (ROSATI et al., 2004).

A quassina (Figura 3), por exemplo, encontrada comercialmente, é na
maioria das vezes extraida de P. excelsa ou Q. amara, consistindo numa mistura de
quassina e neoquassina (SREENATH; JAGADISHCHANDRA; BAJAJ, 1994). E
considerada um principio ativo, classificada como um quassindide, de um sabor
caracteristico e amargo, atribuidos as suas propriedades medicinais (ALMEIDA et
al., 2007). Por isso, a quassina pode ser utilizada como agente amargo para
alimentos e bebidas (FERNAND, 2003). No entanto, o estudo farmacoldgico de Raiji
e Bolarinwa (1997) revelou que ingestdo oral do composto quassina em ratos

machos provocou a infertilidade nos animais.

Figura 3 — Estrutura quimica da quassina

OCH3

Fonte: Almeida et al. (2007).
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A paraina (Figura 4) é outro principio ativo quassinéide encontrado no
extrato de Q. amara (HUSAIN et al., 2011), e também isolado de Aeschrion crenata,
que € uma sinonimia de P. crenata, correspondendo entdo a mesma planta
(BARBETTI et al., 1993).

Figura 4 — Estrutura quimica da paraina

HO
Hg:

i H H

Fonte: Barbetti et al. (1993).

3.2 PROCESSO DE EXTRACAO

A técnica de extracdo de compostos de plantas medicinais € amplamente
utiizada na industria em geral, tanto na separacdo quanto na purificacdo de
compostos organicos, englobando é&reas como a ambiental, farmacéutica,
petroquimica, dentre outras. O processo pode garantir a analise dos componentes
extraidos (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

A atividade do composto da planta sofre a influéncia da metodologia
empregada na extragdo, assim como da parte da planta e do tipo de solvente
escolhidos (MATEUS, 2012). Em Fernand (2003), métodos de extracdo foram
otimizados, com intuito de maximizar a recuperacao de metabdlitos secundarios nos
extratos brutos de Phyllanthus amarus e Q. amara. Examinou-se a influéncia de
diversos solventes, escolhendo-se a fase mdével mais adequada para os extratos
vegetais, e verificando’se o método de detec¢cdo mais apropriado.

De acordo com Ferraz et al. (2010), o processo de extracdo, como um todo,
pode ser aplicado também na retirada de 6leos essenciais, e no preparo de extratos
de plantas.

Desse modo, € fundamental o desenvolvimento de métodos de extracdo
adequados e especificos para obter extratos de plantas distintas com o maior

namero possivel de compostos ativos (FERNAND, 2003), pois podem constituir
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novos farmacos para o tratamento do cancer e de outras enfermidades que atingem

a populacdo mundial.

3.3 CANCER

O cancer é uma doenca crbnica e genética causada por anomalias no acido
desoxirribonucléico (DNA) e € uma das mais predominantes mundialmente,
considerando essa categoria de patologia. Em termos gerais, as células cancerosas
sdo células que se dividem incessantemente e se dispersam nos tecidos proximos.
As células em seu estado normal dividem-se conforme a necessidade do proprio
corpo, até morrerem por envelhecerem ou ficarem deterioradas e, entdo, novas
células substituem o seu lugar. As células cancerosas, por outro lado, se
desenvolvem cada vez mais irregulares, com sobrevivéncia das células velhas e a
formacdo de novas células, mesmo que desnecessérias. Essas células extras se
dividem continuamente, devido a sua capacidade de ignorar o0s sinais de apoptose, a
morte celular programada, podendo entdo acarretar na formacéo de tumores (NCI,
2015), que se tiverem a capacidade de originar metastases serdo malignos.

Em 2008, 21% dos Obitos mundiais ocorreram em consequéncia do cancer,
impactando majoritariamente os paises de médio e baixo desenvolvimentos. Em
2012, aproximadamente 14,1 milh6es de novos casos de cancer foram registrados
no mundo e, 8,2 milhdes resultaram em o6bitos. As taxas intermediarias de incidéncia
do cancer estdo localizadas na América do Sul e Central, no Leste Europeu e, na
maioria, do Sudeste Asiatico. Nos paises de médio e baixo desenvolvimentos, 0s
casos de cancer diretamente ligados com infec¢cdes (colo do utero, estdémago,
esbfago e figado) sdo os mais relatados (INCA, 2018a).

Para o Brasil, entre 2018 e 2019, estima-se a ocorréncia de 600 mil novos
casos de cancer para cada ano. Essa estimativa prevé que, por regido geografica,
as Regifes Sul e Sudeste seréo afetadas com 70% dos novos casos (INCA, 2018c).

O céancer no figado, também chamado de carcinoma hepatocelular (CHC), é
oriundo dos hepatdécitos, que sao as principais células do 6rgéo, e pode ter influéncia
de agentes externos, como a exorbitante multiplicacdo de células e o virus da
hepatite. Manifesta-se da mutacdo dos genes de uma Unica célula, fazendo com que
ela se reproduza descontroladamente. O CHC é um dos canceres mais violentos,

tendo uma alta percentagem de casos fatais. Mesmo diagnosticado precocemente, 0
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paciente ndo tem muitos tratamentos disponiveis e, 0s existentes, sdo pouco
eficientes (BARBEZAN, 2017; GOMES et al., 2013). O céncer hepatico estd em
quarto lugar entre os canceres mais comuns, e em terceiro lugar entre os canceres
com maior causa de morte mundialmente (NCI, 2018a). No Brasil, em 2013, o
namero de mortes causadas pelo cancer hepéatico, foi de 5.012 homens (57,14%) e
3.759 mulheres (42,86%), totalizando 8.771 mortes (INCA, 2018b).

As dificuldades nos tratamentos que a maioria dos pacientes com tumores
malignos sofrem s@o o desenvolvimento da resisténcia do medicamento contra o
cancer, a falta de sensibilidade dos tumores com relacdo a terapia empregada e,
ainda, preocupantes efeitos colaterais (VAN UDEN; PRAS; WOERDENBAG, 1994).
Os efeitos colaterais geralmente afetam tecidos ou oOrgdos saudaveis, além de
sintomas como anemias, perda de apetite, delirio, fadiga, queda de cabelo, nauseas
e vomitos, dentre outros (NCI, 2018b).

Os medicamentos empregados em tratamentos contra 0 cancer, na maioria
das vezes prejudicam o DNA ou impedem a sua replicacdo. O uso de farmacos que
somente inibam o crescimento do tumor através da acdo direta na angiogénese, e
ndo atinjam as células cancerosas em si, vem sendo estudado, assim como
medicacOes capazes de inativar as enzimas proteinases, originadas pelo tumor e
atuantes na diminuicdo do crescimento celular e desenvolvimento do cancer
(SIMONETTI, 2004). Com isso, nota-se que € preciso descobrir farmacos mais
eficientes de modo a suprir esse problema (WIDHOLM; KUMLEHN; NAGATA, 1994).

3.4 PLANTAS MEDICINAIS COMO ANTITUMORAIS

Para descobrir potenciais de plantas e suas substancias para aplicacdo no
tratamento de doencas, como o cancer, € necessaria uma profunda pesquisa destes
efeitos, sendo que a técnica de extracdo dos compostos das plantas € fundamental,
assim como sua metodologia aplicada (FERNAND, 2003).

Mais de mil espécies de plantas possuem propriedades antitumorais
expressivas e cerca de 50% dos anticancerosos empregados tém origem natural
(FIASCHETTI et al., 2011). O estudo da atividade antitumoral de plantas é
fundamental para a busca e comprovacao da presenca de compostos bioativos, que
podem ter aplicacBes terapéuticas e ainda fazer parte da composicdo de farmacos
(SILVA, 2008).
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Diversos estudos relatam influéncia de plantas e seus compostos no
processo de desenvolvimento do céancer. Como exemplo de quassindides,
originados de plantas medicinais, pode-se destacar: o bruceantina com atividade
antileucémica (POLONSKY, 1985); a cedronolactona A com atividade in vitro contra
leucemia linfocitica P-388 (OZEKI et al., 1998); o bruceanol D com citotoxicidade in
vitro em célula cancerosa nasofaringeal (IMAMURA et al., 1993); o euricomalactona
com atividade contra cancer de pulmdo e de mama (KUO et al.,, 2004); e os
bruceosideos D, E e F com atividade contra leucemia, melanoma, cancer ovariano e
de colon (OHNISHI et al., 1995).

A suplementacéo dietética nutrida de moléculas bioativas, provenientes da
purificacdo de extratos naturais, é recomendada para a prevencdo do cancer e
doencas cardiacas, além de repor horménios na fase da menopausa. Quando
ingeridas, ocorre a absorcdo no intestino, metabolizacdo no figado e, entdo, essas
moléculas podem exercer suas atividades de controle da proliferacao e diferenciacéo
celular, inibicdo da angiogénese (formacdo dos vasos sanguineos) e metastase e
inducao de apoptose (JOSIANE et al., 2012).

3.5 TESTE DE CITOTOXICIDADE/ATIVIDADE ANTITUMORAL

O principal objetivo de ensaios de citotoxicidade, ou viabilidade celular, é
testar a atividade citotoxica de substancias, materiais e solu¢cdes em variacoes
celulares distintas (MOSMANN, 1983). Essa viabilidade pode ser observada pela
insercdo de corantes vitais, jA que promovem a distincdo entre células mortas,
inativas e vivas, através da coloracdo da cultura. Existem diversas metodologias
para avaliacdo de atividade citotdxicas, e sua escolha depende principalmente do
produto a ser testado (BIANCHI, 2008).

O teste do MTT [3-(4,5-Dimethilthiazol-2-il)-2,5-diphenil tetrazolium bromide]
avalia a viabilidade celular e é caracterizada por ser uma metodologia colorimétrica.
As desidrogenases mitocondriais das células metabolicamente vidveis, na presenca
do MTT, clivam o anel de tetrazolio, convertendo a antiga coloracdo amarela para
uma azul escura, representada na Figura 5. Esse composto de coloracdo azul
escura é chamado de formazan [E,Z- 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-

diphenylformazan], que sao cristais insoliveis em solugbes aquosas e que
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demonstram o0 estado funcional da cadeia respiratoria, indicando, assim, a
quantidade de células vivas (MOSMANN, 1983).

Figura 5 — Transformacdo do MTT em formazan
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3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan
(MTT) (Formazan)
Fonte: Mosmann (1983).

As culturas de células foram empregadas no intuito de padronizar testes de
toxicidade in vitro. Essa técnica envolve a adicao direta ou indireta do composto a
ser testado, em uma cultura celular. Sendo assim, constata-se a modificacdo ou nédo
do meio e, notam-se relevantes informacfes sobre o mecanismo pelo qual as
modificacdes ocorrem (BIANCHI, 2008).

Algumas vantagens dos métodos in vitro podem ser citadas quanto aos in
vivo, como: os resultados significativos sao obtidos de maneira mais rapida e facil; o
namero de variaveis experimentais pode ser limitado, testes com cultura de células
sdo sensiveis, velozes, reprodutiveis e de baixo custo, tornando-0s muito atraentes
(ROGERO et al., 2003).

O teste de citotoxicidade in vitro é muito utilizado na analise de
biocompatibilidade de materiais biomédicos, j& que s6 mediante comprovacado de
ndo toxicidade € que os materiais podem ser encaminhados para os testes em
animais de laboratorio (BIANCHI, 2008).

A utilizacdo de células de animais mamiferos possui uma grande vantagem,
que é a possibilidade de comparacdo do comportamento delas com um possivel
comportamento em humanos. Isso pode ser explicado gracas a semelhanca entre as
células e, assim, pode ser aplicado em pesquisas sobre doencas crénicas, como 0
cancer (BIANCHI, 2008).

As células HTC (Hepatoma Tissue Culture) (Figura 6) sao células
cancerosas advindas do figado de ratos (Rattus novergicus), e sdo sistemas simples

e sensiveis para testes in vitro (OLIVEIRA et al., 2006). Além disso, sdo células
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metabolizadoras, e por consequéncia, sdo muito aplicadas em experimentos in vitro
cujo intuito € avaliar a reacdo do metabolismo do figado na toxicidade de
determinados compostos (BIANCHI, 2008).

Figura 6 — Células metabolizadoras cancerosas obtidas de figado de Rattus norvegicus (HTC)

Fonte: Disman (2014).
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4 METODOLOGIA
4.1 ATIVIDADE CITOTOXICA/ANTITUMORAL
4.1.1 Linhagem Celular

As células derivadas de hepatoma de Rattus norvegicus (HTC), obtidos junto
ao Banco de Células do Rio de Janeiro-RJ-Brasil, foram cultivadas em frascos de
cultura de 25 cm?, contendo 10 mL de meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium), suplementado com 10% de soro bovino fetal e incubadas em
estufa do tipo BOD a 37 °C. O ciclo celular destas células é de aproximadamente 24

horas.
4.1.2 Solugao Tratamento

Foi utilizado como solucao tratamento o extrato bruto etandlico (80%) de Pau
Tenente e 0s compostos quassina e paraina, isolados desta planta. Estes foram
gentiimente fornecidos pelo Prof. Dr. Claudio Roberto Novello. Todas as
concentracdes testadas foram definidas apos testes-piloto.

O extrato bruto de Pau Tenente (liofilizado) foi dissolvido em meio de cultura
DMEM e entdo utilizado para o preparo das concentracdes tratamento (5, 10, 50,
100, 200, 300, 400, 500 e 1000 pyg/mL de meio de cultura).

A quassina e a paraina, depois de liofilizadas, foram dissolvidas com meio
de cultura acrescido de dimetilsulfoxido (DMSO), na concentragao final de 25 uL de
DMSO/mL de meio de cultura para a quassina e, 20 yL de DMSO/mL de meio de
cultura para a paraina. Apos, esta solucdo foi utilizada para o preparo das
concentracdes tratamento da quassina e paraina (1, 5, 10, 15, 20, 40, 60, 80 e 100

pMg/mL de meio de cultura).
4.1.3 Teste de Citotoxicidade/Atividade Antitumoral do MTT
O ensaio de citotoxicidade/atividade antitumoral do MTT [3-(4,5-

Dimethilthiazol-2-il)-2,5-diphenil tetrazolium bromide] seguiu o protocolo sugerido por

Mosmann (1983). Utilizaram-se placas de cultura celular de 96 pocos, onde em cada
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poco foram semeadas 2,0x10* células HTC. Ap6s 24 horas o meio de cultura de
cada poco foi descartado, através do uso de micropipeta multicanal, e foram
adicionados 100 pL de meio novo com os tratamentos: controle negativo (CO-) (meio
de cultura); controle positivo (CO+) (tratamento com o agente citotoxico metil metano
sulfonato (MMS) (500 uM)); controle solvente (CS) (25 yL de DMSO/mL de meio de
cultura para a quassina e 20 yL de DMSO/mL de meio de cultura para a paraina); e
tratamentos com as diferentes concentracdes do extrato bruto do Pau Tenente e dos
compostos quassina e paraina.

As células foram incubadas por 24, 48 e 72 horas e, ap0s este tempo,
substituiu-se 0 meio de cultura com os tratamentos por 100 yL de meio livre de soro,
acrescido de MTT (0,167 mg/mL). A placa foi incubada por mais 4 horas e, na
sequéncia, descartou-se 0 meio contendo MTT, através do uso de micropipeta
multicanal, e adicionou-se aos poc¢os 100 yL de DMSO, para diluicdo dos cristais de
formazan formados (Figuras 7, 8 e 9).

A leitura foi realizada em leitora de microplacas a 492 nm e os dados foram
expressos pelas médias das absorbéancias obtidas nas trés repeticdes bioldgicas. A
andlise estatistica foi realizada por analise de variancia (one way ANOVA), seguida
pelos testes de Dunnet (a=0,05, p<0,05, n=3), para comparagao das absorbancias
médias do controle negativo com as absorbancias de cada grupo tratado, em cada
tempo de tratamento, e Tukey (a=0,05, p<0,05, n=3), para comparacdo das
absorbancias médias entre as concentracdes de cada tratamento, em cada tempo,
entre cada concentracédo dentro dos diferentes tempos testados e entre as mesmas
concentragbes, nos mesmos tempos, para a quassina e paraina, pelo Programa
GraphPad InStat.

Os valores percentuais de viabilidade celular (VC) foram estimados através

da Equacéo 1.

ABST
ABSco-

ve= ( ) x 100 1)

Onde:
VC = Viabilidade celular [%0];

ABS; = Absorbancia do tratamento;

ABS.,_ = Absorbancia do controle negativo.
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Fonte: Autoria prépria (2018).

4.1.4 Rendimento de Extracéo

A partir dos dados da extragcdo foram calculados os rendimentos deste

processo para o extrato bruto e dos compostos isolados, quassina e paraina. Com

25



26

isso, pode-se comparar a eficiéncia citotoxica/antitumoral e de obtencao dos extratos

ou compostos, para aplicacdo na industria farmacéutica.

4.2 AJUSTE DE POLINOMIOS A PARTIR DOS DADOS

Os polinémios ajustados através de equacgdes empiricas, que descreveram o
comportamento das células HTC para cada composto testado, foram construidos a
partir dos dados experimentalmente obtidos e foram validos somente dentro das
faixas de concentracdo e tempo empregadas. Os coeficientes de cada equagéo
foram conseguidos através do software Scilab 6.0.1, pelo comando “coeff’, com um

intervalo de confianca de 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRATO BRUTO

Os dados da Figura 10 apresentam os valores médios das absorbancias e
desvios-padrbes obtidos com as células HTC tratadas por 24, 48 e 72 horas com o
extrato bruto de Pau Tenente. A analise indica que nenhuma concentracdo do
extrato bruto foi estatisticamente diferente do controle negativo, em nenhum dos
tempos de avaliacdo (24, 48 e 72 horas), mostrando que nenhuma concentragéo,
em nenhum dos tempos, apresentou efeito citotoxico e, assim, atividade antitumoral
frente as células HTC.

Figura 10 — Absorbancias médias e desvios-padrdes de células HTC tratadas com as diferentes
concentracdes do extrato bruto de Pau Tenente, incubadas por 24, 48 e 72 horas

06 - aB aB
aB aB aB aA abB
aB abAB aBa bAB bAB bAB
abA abAB abA A
i A a

04 i{ aA‘lB[ A ait bA aipﬁ a_l? a_l? a‘l? a% ai? ‘1[
02 -
0 ,0 T T T T T T T T

00' CJO)< Q@/ S@’ 0}@’ &@’ Q’\@\, &Qc\\’ &@’ &6\\’ &@,

R N Q¥ R o N R N X
N & & FF &S

O024h O48h m72h

Fonte: Autoria propria (2018).
Legenda: CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo; *: Resultado estatisticamente diferente do
controle negativo (Teste de Dunnet, p<0,05).
Nota: Médias seguidas pela mesma letra mindscula nao diferem estatisticamente entre si, na
comparacao entre as concentragcdes no mesmo tempo de avaliagdo, e mailsculas, dentro da mesma
concentracdo nos diferentes tempos de avaliacdo (Teste de Tukey, p<0,05).

Esses resultados corroboram com os encontrados por Novello et al. (2008),
que também confirmaram baixa atividade toxica do extrato hidroalcodlico de P.
crenata, in vivo. Neste experimento, as massas do corpo, pulmdes, figado e coragédo
de ratos tratados via intravenosa com 2500 e 5000 mg do extrato/kg permaneceram
inalteradas. O estudo de Toma et al. (2002) também demonstrou auséncia de sinais

de toxicidade e/ou morte de camundongos perante a administracao via oral (5000
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mg/kg) e intraperitoneal (1000 mg/kg) de extratos etandlico 70%, etandlico 100%,
diclorometanico e hexanico de Q. amara, planta que possui propriedades
semelhantes a estudada no presente estudo (P. crenata) e que, por sua vez, ndo
apresentou efeito citotoxico as células HTC.

As viabilidades celulares (Tabela 1) apresentadas pelos grupos tratados com
extrato bruto de Pau Tenente foram, inclusive, maiores que 99,80% (24 horas),
102,10% (48 horas) e 65,86% (72 horas). Os menores valores foram no tempo de 72
horas, sendo que, neste caso, as absorbancias das maiores concentracdes (500 e
1000 pg/mL) foram estatisticamente diferentes da concentracdo de 5 pg/mL, que
apresentou baixa absorbé&ncia média e a menor viabilidade celular de todos os
tratamentos realizados (65,86%). De forma geral, pode-se notar uma leve
proliferacdo de células HTC no tempo de 48 horas, comprovada pelas suas
absorbancias médias que foram estatisticamente maiores e diferentes das obtidas
nos tempos de 24 horas (concentragbes de 10, 50, 100, 200, 300, 500 e 1000
pg/mL) e 72 horas (5, 10, 50 pg/mL), pelo teste de Tukey.

Tabela 1 — Percentuais de viabilidade de células HTC (VC) tratadas com as diferentes concentracdes
do extrato bruto de Pau Tenente, incubadas por 24, 48 e 72 horas

Grupos VC (%)
P 24h 48h 72h
CO- 100,00 100,00 100,00

Co+ 57,15 45,08 50,91
5pg/mL 100,73 102,10 65,86
10 ug/mL 103,59 110,10 74,22
50 ug/mL 102,36 120,80 81,63
100 pyg/mL 99,80 109,90 88,20
200 pg/mL 100,61 105,50 89,69
300 pg/mL 101,00 108,30 83,21
400 pg/mL 106,61 107,90 87,24
500 pg/mL 103,98 115,50 91,39
1000 pg/mL 110,56 118,30 96,88

Fonte: Autoria propria (2018).
Legenda: CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo.

Os resultados mostraram 4,5% de rendimento na extracdo do extrato bruto
de Pau Tenente. Assim, apesar dos bons resultados quantitativos, a extracao néao foi
eficiente em termos qualitativos para a citotoxicidade/atividade antitumoral.

A partir da curva ajustada dos dados obtidos para o extrato bruto do Pau
Tenente (Figura 11), conseguiu-se obter o polinbmio da Equagdo 2. Seus

coeficientes (a, b e c¢) (Tabela 2) com limites inferiores e superiores de 95% de
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confianca foram obtidos pelo software Scilab 6.0.1, através do comando “coeff”.
Quando os limites dos coeficientes ndo englobam o zero como resultado, significa
gue os dados foram bem ajustados, ja que a solucéo nula (0,0,0) ndo tem significado
fisico, e nem pode haver um ponto de sela (ponto onde a declividade da superficie é
nula). Esse ajuste foi definido pelo coeficiente de determinagéo (R?), o qual deve ser
0 mais préximo de uma unidade para ser o melhor possivel. Nesse caso em
especifico, chegou-se em R? = 0,8895, que mostra que 88,95% dos resultados sédo
explicados pelos fatores estudados, indicando uma boa relacdo dos dados
experimentais com a curva estabelecida pela equacdo empirica encontrada. Esse
resultado é 6timo considerando que dados experimentais nem sempre seguem um
padrdo, como no caso de Thomas et al. (2006), que comprovam uma boa qualidade
da curva obtida através de um maior R?. E, a partir destes dados pode-se perceber
uma maior dependéncia da absorbancia, ou seja, da viabilidade celular, com o
tempo do que com a concentracéo do extrato bruto.

Figura 11 — Curva ajustada para dados de absorbancia versus concentracéo versus tempo, com
extrato bruto de Pau Tenente
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Fonte: Autoria propria (2018).

A= a.t+b.t.C +c.t? (2)
Onde:
A: Absorbancia;
C: Concentracdo do composto testado (extrato bruto de Pau Tenente);

t: Tempo de tratamento.
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Tabela 2 — Coeficientes da equacéo da curva ajustada para o experimento com o extrato bruto do
Pau Tenente

Coeficientes  Valor Médio Valor Minimo Valor Maximo

a 0,0181 0,01741 0,01878
b 1,123.10°° 6,029.10” 1,642.10°°
c -0,0001877 -0,0001982  -0,0001772

Fonte: Autoria prépria (2018).

5.2 QUASSINA

Os dados da Figura 12 apresentam os valores médios das absorbancias e
desvios-padrbes obtidos com as células HTC tratadas por 24, 48 e 72 horas com a
guassina. A analise estatistica indica que nenhuma concentracdo da quassina foi
estatisticamente diferente do controle negativo e, assim, ndo apresentou efeito
citotdxico as células tumorais hepéaticas de ratos, somente nos tempos de avaliacao
de 24 e 48 horas. Inclusive, a viabilidade celular (Tabela 3) foi maior que 92,96% (24
horas) e 83,58% (48 horas). Pode-se notar também um aumento da absorbancia do
tempo de 24 para 48 horas para todas as concentracfes testadas, sendo
estatisticamente significativo para as menores concentragcbes (1, 10, 15, 20 e 60
pug/mL), indicando uma proliferacao de células HTC no tempo de 48 horas.

Figura 12 — Absorbancias médias e desvios-padrdes de células HTC tratadas com as diferentes
concentracdes de quassina, incubadas por 24, 48 e 72 horas
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Fonte: Autoria propria (2018).
Legenda: CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo; CS: Controle Solvente; *: Resultado
estatisticamente diferente do controle negativo (Teste de Dunnet, p<0,05).
Nota: Médias seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem estatisticamente entre si, na
comparacao entre as concentracdes no mesmo tempo de avaliagao, e mailusculas, dentro da mesma
concentracdo nos diferentes tempos de avaliacéo, pelo teste de Tukey (p<0,05).
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O trabalho de Solis et al. (1993) também mostrou auséncia de toxicidade da
guassina apos 24 horas de tratamento, pelo ensaio de Microwell utilizando Artemia
salina como bioindicadora em microplacas de 96 poc¢os. Almeida et al. (2007), apés
48 horas de tratamento, também confirmou que a quassina foi um dos menos
eficientes contra o cancer, testando esta pelo efeito inibitério contra a ativagdo do
antigeno do virus Epstein-Barr (EBV-EA), induzido por 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA), em células do tipo Raiji.

Ja no tempo de 72 horas, as maiores concentracdes (80 e 100 pg/mL) foram
estatisticamente diferentes do controle negativo e citotoxicas as células HTC, com
viabilidades celulares de 60,76% (100 pg/mL) e 61,89% (80 pg/mL) (Tabela 3). Isso
pode ter ocorrido porque a quassina, em elevadas concentracfes e tempo de
tratamento, pode ter atuado como agente citotéxico ou antiproliferativo, e/ou como
indutor da diferenciacao celular, como mostrado por Mata-Greenwood et al. (2002).

Este efeito ja pode ser notado no tempo de 48 horas, onde a comparacéo
entre as diferentes concentracdes testadas, no mesmo tempo de avaliacdo, ja
indicava diferenca entre as menores concentracdes (1, 5, 10, 20 e 60 pg/mL) e as
maiores concentracdes (80 e 100 pug/mL), que apresentaram menores absorbancias
médias e consequentemente, menores viabilidades celulares das células HTC. No
tempo de 72 horas, este efeito se manteve, sendo que as menores concentracoes
(1, 5, 10, 15, 20 e 40 pg/mL) também apresentaram absorbancias estatisticamente
diferentes das maiores concentragdes (60, 80 e 100 pg/mL).

Tabela 3 — Percentuais de viabilidade de células HTC (VC) tratadas com as diferentes concentracdes
da quassina, incubadas por 24, 48 e 72 horas

VC (%)

24h 48h 72h
CO- 100,00 100,00 100,00
CO+ 57,29 51,11 45,95
Cs 91,06 80,93 50,10
lpg/mL 98,66 105,50 79,93
5pug/mL 100,33 104,40 91,78
10 pg/mL 99,85 111,50 90,38
15 pg/mL 100,45 107,20 90,20
20 pg/mL 97,75 106,70 83,36
40 pg/mL 102,19 97,29 81,78
60 pg/mL 96,92 103,30 71,45
80 pug/mL 95,57 89,14 61,89
100 pg/mL 92,96 83,58 60,76

Fonte: Autoria propria (2018).
Legenda: CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo; CS: Controle Solvente.

Grupos
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Apesar de, em 72 horas de tratamento, a quassina ter apresentado efeito
citotdéxico/antitumoral, ou seja, ser qualitativamente benéfica, o valor do rendimento
de extracao deste composto foi de 0,046%, o0 que é considerado baixo, necessitando
neste caso, de adaptacbes na técnica de extracdo para melhor eficiéncia na
indastria farmacéutica.

A partir da curva ajustada dos dados obtidos para a quassina (Figura 13),
conseguiu-se obter o polinbmio da Equacdo 3, sendo que os valores dos
coeficientes da equacdo gerada estdo na Tabela 4. Neste caso, o R? foi de 0,8908,
que é novamente um valor étimo, pois 89,08% dos resultados sédo explicados pelos
fatores estudados.

Figura 13 — Curva ajustada para dados de absorbancia versus concentracéo versus tempo, com
guassina isolada de Pau Tenente

Quassina -
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Fonte: Autoria propria (2018).
A= a+b.t+ct.C+d.t? (3)
Onde:

A: Absorbancia;
C: Concentragédo do composto testado (quassina de Pau Tenente);

t: Tempo de tratamento.
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Tabela 4 — Coeficientes da equacéo da curva ajustada para o experimento com a quassina do Pau

Tenente
Coeficientes  Valor Médio Valor Minimo Valor Maximo
a 0,1322 0,08566 0,1788
b 0,0104 0,008192 0,01261
c -1,721.10°  -2,075.10° -1,367.10°
d -9,732.10° -0,00012 -7,461.10°

Fonte: Autoria prépria (2018).

Neste caso, pode-se perceber, novamente, uma maior dependéncia da
absorbancia (sobrevivéncia celular) com o tempo do que com a concentracdo. Esses
dados podem ser confirmados pela analise estatistica dos dados da Figura 12, ja
que apenas para concentracbes e tempos maiores, considerando todos o0s
coeficientes apresentados, € que a absorbancia decai com mais intensidade,

demonstrando a mortalidade celular e a citotoxicidade existente.

5.3 PARAINA

Os dados da Figura 14 apresentam os valores médios das absorbancias e
desvios-padrbes obtidos com as células HTC tratadas por 24, 48 e 72 horas com a
paraina. A analise estatistica indica que nenhuma concentracdo da paraina foi
estatisticamente diferente do controle negativo, nos tempos de avaliacédo de 24 e 48
horas, ndo apresentando efeito antitumoral. A viabilidade celular (Tabela 5) nestes
casos foi maior que 96,84% (24 horas) e 94,39% (48 horas). Pode-se notar ainda um
aumento da absorbéncia dos tempos de 24 para 48 horas, estatisticamente
significativo (p < 0,05), para as concentracdes de 5, 10, 15 e 20 pg/mL, significando
um comportamento de proliferacao de células HTC no tempo de 48 horas.

Ja no tempo de 72 horas, as concentracbes de 1, 5, 20, 40, 60, 80 e 100
ug/mL de paraina foram estatisticamente diferentes do controle negativo,
promovendo a mortalidade das células tumorais HTC, com viabilidades celulares
menores que 72,74% e atingindo 53,40% (100 pg/mL) (Tabela 5). Somente as
concentracdes de 10 e 15 pg/mL néo foram citotoxicas no tempo de 72 horas, assim
como foram estatisticamente diferentes da concentragao de 100 pg/mL.

Assim, os dados do presente estudo mostram uma nova atividade para a
paraina, como antitumoral, independente da concentracdo, apés 72 horas de
tratamento. Além disso, das substancias testadas no presente estudo, a paraina foi

a que obteve os melhores efeitos qualitativos em termos de citotoxicidade/atividade
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antitumoral para as células HTC, assim como, o seu rendimento de extragdo
(0,132%), pode ser considerado quantitativamente eficiente. Portanto, os dados

mostram a eficiéncia de tornar a paraina viavel para uso na indastria farmacéutica.

Figura 14 — Absorbancias médias e desvios-padrdes de células HTC tratadas com as diferentes
concentracdes de paraina, incubadas por 24, 48 e 72 horas
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Fonte: Autoria propria (2018).
Legenda: CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo; CS: Controle Solvente; *: Resultado
estatisticamente diferente do controle negativo (Teste de Dunnet, p<0,05).
Nota: Médias seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem estatisticamente entre si, na
comparacao entre as concentra¢cdes no mesmo tempo de avaliagdo, e mailsculas, dentro da mesma
concentracdo nos diferentes tempos de avaliagcdo, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 5 — Percentuais de viabilidade de células HTC (VC) tratadas com as diferentes concentracdes
da paraina, incubadas por 24, 48 e 72 horas

VC (%)

24h  48h 72h

CO- 100,00 100,00 100,00

CO+ 57,13 5153 51,55

cs 98,41 90,74 70,00
1ug/mL 105,05 106,40 64,12
5ug/mL 98,49 108,00 64,53
10 pg/mL 100,96 109,70 77,74
15pg/mL 99,38 113,70 81,25
20 pg/mL 98,53 109,00 72,74
40 ug/mL 102,87 104,30 70,72
60 pg/mL 98,74 106,00 65,62
80 ug/mL 96,84 98,85 60,86
100 ug/mL 97,48 94,39 53,40

Fonte: Autoria propria (2018).
Legenda: CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo; CS: Controle Solvente.

Grupos

A partir da curva ajustada dos dados obtidos para a paraina (Figura 15),

conseguiu-se obter o polinbmio da Equacdo 4, sendo que os coeficientes da
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equacao estao plotados na Tabela 6. Neste caso, o R? foi de 0,7633, que também é
um valor bom, considerando que dados experimentais nem sempre seguem
perfeitamente um padréo e que sistemas biolégicos sdo muitos sensiveis.

Observa-se a semelhancga entre as Equacdes 3 e 4, porém os valores dos
coeficientes se modificam. Isso quer dizer que o tempo tem uma maior influéncia
sobre a absorbancia (viabilidade celular), ja que quanto maior o tempo, menor sera a
absorbéancia e, consequentemente, maior a mortalidade das células cancerosas.
Além disso, essa equacdo e seus coeficientes corroboram com as andlises
estatisticas, que mostram citotoxicidade da paraina desde as menores
concentracfes testadas, indicando que o efeito indutor da apoptose ou da morte
celular ocorre pela presenca do composto, independente da concentracéo testada,
mas influenciada pelo tempo de exposicao.

Figura 15 — Curva ajustada para dados de absorbéancia versus concentracao versus tempo, com
paraina isolada de Pau Tenente
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Fonte: Autoria prépria (2018).

A= a+b.t+ct.C+d.t? 4)

Onde:
A: Absorbancia;
C: Concentracdo do composto testado (paraina de Pau Tenente);

t: Tempo de tratamento.



Tabela 6 — Coeficientes da equagédo da curva ajustada para o experimento com paraina do Pau

Tenente
Coeficientes  Valor Médio Valor Minimo Valor Maximo
a 0,1442 0,08068 0,2078
b 0,009209 0,006197 0,01222
c -1,103.10°  -1,585.10°  -6,199.10°
d -8,15.10°  -0,0001125 -5,05.10°

Fonte: Autoria prépria (2018).
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados experimentais, o extrato bruto etandlico (80%) e os
compostos isolados, quassina e paraina, apresentaram resultados diferentes quanto
a atividade antitumoral.

Destaca-se o composto isolado paraina, que nas condicfes experimentais,
demonstrou atividade antitumoral frente as células HTC testadas, com um bom
rendimento de extracdo, quando comparado ao da quassina, e potencial para
pesquisas futuras e aplicacdes na industria farmacéutica.

Dessa forma, os resultados comprovam a atividade antitumoral da quassina
e da paraina, sendo de interesse para a populacdo em geral como uma informacéao

importante e inédita dentre as literaturas encontradas.
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