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RESUMO

As plantas constituem a principal fonte de produtos bioativos ou de substancias
protdtipos, as quais, apds transformagdes quimicas e estudos da relagdo estrutura/
atividade, ensaios in vitro, in vivo e clinico, podem originar fairmacos. As plantas do
género Selaginella possuem diversas propriedades biologicas como, antiviral;
leishmanicida; antifingica e antitumoral. Diante dessa perspectiva, o objetivo deste
estudo foi avaliar a atividade antiproliferativa de extratos e partigdes obtidas das
espécies Selaginella sellowii e Selaginella convoluta, a via de inibi¢ao da proliferacdo
celular e o indice de seletividade nas células neoplasicas. Para tanto, foram realizados
ensaios de citotoxicidade e de atividade inibitoria sobre as topoisomerases 1 e II
humanas. O teste de citotoxicidade foi realizado com o corante sulforodamina B (SRB)
em seis linhagens de células neoplédsicas e uma linhagem de células normais para o
calculo do indice de seletividade. Os resultados mostraram que a fragdo acetato de etila
de S.sellowii (SS3) apresentou a menor ICsg (concentragdo que inibe cinquenta por cento
do crescimento celular em pg/mL) em células de adenocarcinoma de mama, MCF-7
(1,81pg/mL), enquanto a fragdo cloroférmica, da mesma espécie (SS2), além da
atividade em todas as linhagens, apresentou ICsy em células de carcinoma de ovario
resistente a multiplos farmacos NCI/ADR-RES (2,62 pg/mL), proxima ao controle
positivo (doxorrubicina = 2,45 pg/mL). A fracdo cloroformica de S. convoluta (SC2) e
S. sellowii (SS2) e a fragcdo acetato de etila de S.sellowii (SS3) apresentaram atividade
inibitoria sobre as topoisomerase II humanas (topo II). Além da citotoxicidade e de
inibi¢do de topo II, a SS3 foi de 4 a 13,5 vezes mais potente em células neoplésicas do
que em células normais de fibroblasto murino (NHI/3T3). Os flavonoides sdo as
moléculas presentes nas fracdes e podem ser responsaveis pela atividade observada nos

testes.

Palavras-chave: citotoxicidade, SRB, indice de seletividade, topoisomerases.



ABSTRACT

The plants are the main source of bioactive compounds or prototypes substances, which
after chemical transformations and structure/activity, in vitro, in vivo and clinical
studies, they can originate drugs. The plants of Selaginella genus have a diversity of
biological properties like antiviral, leishmanicidal, antifungal and anticancer. Given this
perspective, the aim of this study was to evaluate the antiproliferative activity of
extracts and partitions obtained from species Selaginella sellowii and Selaginella
convoluta, the inhibition via of cell proliferation and the selectivity index in cancer
cells. Therefore, cytotoxicity and inhibitory activity on human topoisomerases I and II
tests were performed. The cytotoxicity assay was performed with the sulforhodamine B
dye (SRB) in six neoplastic cell lines and a normal cell line for calculating the
selectivity index. The ethyl acetate extract from S. sellowii (SS3) had the lowest ICs
(concentration that inhibits 50% of cell growth) against MCF-7 breast adenocarcinoma
cells (1.81 pg/mL), while the chloroform extract from this species proved strongly
active against all cancer cell lines tested. Also, its activity against multidrug-resistant
NCI/ADR-RES ovarian carcinoma cells (2.62 pg/mL) approached that of the positive
control, doxorubicin (2,45 pg/mL). The chloroform extract of both species and the ethyl
acetate extract from S. sellowii exhibited inhibitory activity against human
topoisomerase II. In addition, ethyl acetate extract from S. sellowii proved 4 to 13.5
times more potent against tumor cells than against normal NHI/3T3 murine fibroblasts
cells. Flavonoids present in the extract and characteristic of this genus could be

responsible for observed activities.

Keywords: cytotoxicity, SRB, selectivity index, topoisomerases.
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1. INTRODUCAO

Um tumor caracteriza-se por uma doenga do mau funcionamento celular, no qual
as células perdem a capacidade de forma e funcao normais (WEINBERG, 2008) devido
as mutagdes que se acumularam com o tempo e passaram de célula para célula através
das mitoses (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005). O cancer é denominado um tumor
maligno que apresenta, além das caracteristicas ja citadas para um tumor, a capacidade
de invasdo do tecido adjacente e metastase — capacidade de se instalar em
orgaos/tecidos distantes do qual se originou (NCI - National Cancer Institute, 2004).
Nos tumores malignos as células perdem a capacidade de diferenciacdo e deixam de
fabricar as proteinas tipicas do seu tipo celular, as quais ficam cada vez menos sensiveis
aos estimulos normais regulatérios (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005) e, dessa forma,
toda a funcdo do sistema/organismo ¢ afetada, causando enormes prejuizos para a saude

de quem o possui, sendo a morte.

Mais de 75% dos canceres humanos estdo associados a fatores ambientais
cancerigenos como o tabagismo, exposicdo a polui¢do resultante da industrializa¢do e
estilo de vida (DAVID; ZIMMERMAN, 2010). Outro fator que colabora no aumento da
incidéncia de cancer ¢ a idade do organismo (FERLAY et al., 2007), pois o cancer
decorre ndo apenas de uma mutacdo pontual, mas de diversas mutagdes sequenciais que
necessitam de um tempo para que ocorram, se acumulem, e desenvolvam a doenca. Isso
também ¢ um fator que explica porque o cancer tem ocorrido cada vez com maior

frequéncia em paises que estdo aumentando a expectativa de vida.

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estimou que no ano de 2030 pode-se
esperar 27 milhdes de novos casos que, somados aos nimeros de pessoas ja doentes,
serdo 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer e, entre essas, ocorrerao
dezessete milhdes de mortes. O maior efeito desse aumento vai incidir em paises de
baixa e média renda e, no Brasil, a estimativa para 2012 e 2013, ¢ de 518.510 casos
novos (INCA, 2012). J&4 na Europa e América do Norte as pesquisas sugerem que uma,
em cada quatro pessoas, ird morrer de cancer no futuro (ALBERTS et al, 2011). E

devido a esse elevado numero de mortes, sua crescente incidéncia e a resisténcia que
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muitos pacientes apresentam aos tratamentos utilizados, a cada ano tornam-se mais
necessarias descobertas de novas terapias no tratamento e cura dessa doenca.

As plantas tornaram-se fortes candidatas a prototipos para quimioterapicos no
tratamento do cancer, dentre os farmacos utilizados na clinica destacam-se os taxanos,
descobertos em 1964 (provenientes da espécie Taxus brevifolia e Taxus baccata,
utilizados no tratamento de cancer de ovario) e as camptotecinas, descobertas em 1966
(derivadas da planta ornamental chinesa Camptotheca acuminata, que sdo utilizadas no
tratamento de cancer de colon, ovario e pulmdes) (CHABNER; ROBERTS JR., 2005).

No Brasil, por apresentar grande variedade de biomas, espera-se uma alta
diversidade quimica proveniente das diferentes vias biossintéticas de seus organismos, o
que proporciona um grande potencial de compostos biologicamente ativos que
contribuem na descoberta de novas drogas e na quimica medicinal. Mas, mesmo o Pais
possuindo essa enorme diversidade vegetal, existem ainda poucos componentes isolados
de sua flora, o que representa um potencial a ser explorado a fim de identificar novos
componentes bioativos € o uso sustentavel das espécies vegetais (BOLZANI et al.,
2012).

Carvalho (2006) citou, em estudos realizados para investigagdo de potencial
anticancer de espécies vegetais da Amazonia e Cerrado, que este ultimo bioma
apresenta maior nimero de plantas com atividade anticancer conhecida. Por possuir
65,5% de sua area coberta por vegetacdo de Cerrado (COSTA; SALLES; MOURA,
2003), espera-se que as espécies vegetais de Mato Grosso do Sul possam contribuir nas
pesquisas da area de cancer.

Este trabalho corresponde a um estudo sobre a atividade anticancer de duas
espécies de plantas do mesmo género: Selaginella sellowii e Selaginella convoluta. O
estudo de espécies vegetais que ocorre em Mato Grosso do Sul coopera para o
desenvolvimento cientifico regional do estado além da descoberta de novos agentes

anticancer contribuir para o tratamento de pacientes resistentes as terapias ja existentes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer: Aspectos gerais e epidemiologicos

O cancer ¢ um conjunto de mais de cem tipos de doengas, as quais apresentam
caracteristicas gerais semelhantes como: anaplasia frequente (indiferenciagdo celular);
pleomorfismo (variagdo de tamanho e forma das células); morfologia nuclear anormal
(muitas vezes o nucleo apresenta tamanho de mesma dimensao do citoplasma); mitoses
multiplas e descontroladas; além da capacidade de invasdo de tecidos adjacentes e
metastases (STRICKER; KUMAR, 2010). Todas essas alteracdes produzem no
organismo sérios colapsos que se manifestardo de diferentes formas, de acordo com o

orgdo ou a regido afetada.

O cancer acontece devido a mutagdes que ocorrem por um defeito em alguma
proteina necessaria para o reparo de danos no DNA durante a replicagdo ou por falhas
nos mecanismos de verificagdo, que sao responsaveis por impedir que uma célula com
DNA danificado tente se dividir antes que tenha finalizado o reparo; ha também
mutacoes que ocorrem devido a falhas na maquinaria da mitose (ALBERTS et al.,
2011) e no mecanismo de apoptose. Essas falhas ocorrem devido a danos em genes
denominados genes supressores de tumor e proto-oncogenes. Ndo se conhecem os
mecanismos de acdo de todos os genes supressores de tumor, mas alguns codificam
proteinas que mantém as células em GO, bloqueando a proliferacao celular, e impedindo
que elas se tornem malignas (JUNQUEIRA; CANEIRO, 2005); basicamente, esses
genes forcam as células a entrarem em um estado de laténcia quando ha algum erro
celular. Quando possuem mutacdes que caracterizam falhas em suas agdes, os proto-
oncogenes sao chamados oncogenes. Esses genes defeituosos codificam proteinas que
promovem a multiplicacdo desordenada das células, independente da qualidade em que
esta proliferagdo ocorra, dando a oportunidade para que muitos erros na duplicacdo
genética permaneg¢am no pool celular e que dessa maneira, convertam as células em

malignas.
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Devido ao cancer se desenvolver por ndo apenas uma mutagdo pontual, e esse
processo levar anos para se completar, quanto mais velho o individuo mais tempo ele
tem para que todas as mutacdes ocorram e se instalem a formar células malignas
(ALBERTS et al,, 2011). Como a expectativa de vida tem aumentado em quase todos os
paises, o que se espera ¢ que a incidéncia de cancer e, consequentemente, a morte

causada pela doenca, aumente.

Em virtude desse aumento da expectativa de vida, ao processo de urbanizagdo e
as acdes de promogdo e recuperacdo de saude no Brasil, a partir dos anos sessenta, as
doengas infecto-parasitarias deixaram de ser a maior causa de morte e deram lugar as
doengas cronico-degenerativas, como doencas do aparelho circulatorio e o cancer; e as
estimativas para 2012 e 2013, no Pais, sdo de 518.510 novos casos, sendo os mais
incidentes, respectivamente: o cancer de pele do tipo ndo melanoma, de prostata, de
pulmao, de colon e reto, e de estdbmago, para o sexo masculino, € para o sexo feminino,
de pele ndo melanoma, de mama, de colon do utero, de colon e reto, e de glandula

tireoide (INCA, 2012) (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de céancer, por sexo, por 100.000 habitantes,
estimadas para os anos de 2012/2013, segundo Unidade da Federagdo (todas as neoplasias malignas, exceto de pele
ndo melanoma).

No Estado de Mato Grosso do Sul as estimativas de novos casos de cancer, em
2012, validas também para 2013, apontam o cancer de pele do tipo nao melanoma, para
os dois sexos, como o mais incidente, seguido pelos canceres de prostata, de traqueia,

bronquio e pulmao e de, colon e reto, como os mais ocorrentes para o sexo masculino,
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e, para o sexo feminino: o cancer de mama, de colo do utero, de célon e reto e de
traqueia, bronquio e pulmdo. A soma do nimero de novos casos de cancer no Estado ¢
de 4.850 casos (com uma taxa de incidéncia de 401,25 a cada 100.000 homens) e, para
as mulheres, 4.520 novos casos e taxa de incidéncia de 371,16 a cada 100.000

habitantes (Figura 2).
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Figura 2. Taxas brutas de incidéncia* de cancer estimadas para 2012, por sexo, segundo Estado e capital (MS).

2.2 Agentes Anticancer: Quimiopreventivos e Quimioterapicos

A procura por tratamento do cancer comegou na Antiguidade, com relatos que
datam desde 1955 a.C., nos quais foi citado o uso de solugdes tdpicas, que depois

evoluiu para uso de ervas medicinais e, por fim, no século XI, o uso do composto
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quimico arsénio, indicado por Avicenna (PAPAC, 2001), dando uma nova ideia de
tratamento do cancer: a quimioterapia. Porém, foram necessarios centenas de anos para
que o uso de compostos quimicos passasse a ocorrer efetivamente nessa area clinica e,

por isso, considera-se que a nova era da quimioterapia do cancer iniciou-se na segunda

metade do século XX (DEVITA JR.; CHU, 2008).

Até a década de sessenta, era a cirurgia aliada a radioterapia que consistia no
principal tratamento, porém, ambas as técnicas ndo conseguiam eliminar um cancer que
fosse metastatico, por ndo alcancar todas as partes e 6rgaos do corpo e por essa razao,
pesquisadores continuavam a procura por compostos quimicos que conseguissem esse
alcance; Gordon Zubrod, que foi chefe da Divisao de Tratamento do Cancer do NCI, em
1956, possuia um grande interesse por produtos naturais e, dessa forma, estabeleceu um
amplo programa de coleta e estudo de plantas e espécies marinhas que levou a

descoberta dos taxanos e camptotecinas (CHABNER; ROBERTS JR., 2005).

Existem duas principais classes de agentes anticancer: aquela que atua na
preveng¢do da iniciacdo do processo carcinogénico, € aquela que atua apds a promogao e
progressao de um tumor (HOUGHTON et al, 2007). As classes de compostos
inibidores da iniciagdo, denominados quimiopreventivos, constituem-se de principios
ativos presentes em alimentos como: frutas e vegetais; nas bebidas como café, cha verde
e vinho; ou em drogas que contenham principios preventivos como curcumina e
piperina (IZZOTTI, 2012; MANOHARAN; SINGH; BALAKRISHNAN, 2009).
Agentes anticancer que agem apoés as fases de promogdo e progressao do tumor sao os
quimioterapicos, que constituem diversos tipos de moléculas com diversos mecanismos
diferentes e sdo os mais procurados ja que agem apOs a instalacdo da doenga. Esses
quimioterapicos podem ser sintetizados ou provenientes de produtos naturais
(BRANDAO et al., 2010). Existem, no mercado, aproximadamente duzentas drogas
liberadas para tratamento do cancer, outras centenas estdo sendo desenvolvidas e elas
apresentam uma grande variedade de mecanismos de acdo (KAMB; WEE;

LENGAUER, 2007).

As plantas proporcionam grande contribui¢do para o desenvolvimento de novas
drogas, mesmo com estudos na area da quimica medicinal (combinatorial e sintese
organica), cooperando para o surgimento de novas ideias e rotas para novas estruturas

moleculares como modelos de novos farmacos (BOLZANI et al., 2012).
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Segundo o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI), entre 1940 e
2006, mais de dois tercos das drogas anticancer aprovadas ou sdo produtos naturais, ou
foram desenvolvidas com base no conhecimento adquirido a partir de produtos naturais
e, entre essas, podem ser citadas: os alcaloides da vinca (vinblastina, vincristina,
vindesina, vinorelbina); taxanos (paclitaxel, docetaxel); epipodofilotoxinas (etoposideo,
tenoposideo); camptotecina e seus derivados (topotecan, irinotecan); antraciclinas

(doxorrubicina, daunorrubicina, epirrubicina, idarrubicina) e outros (EFFERTH, 2010).

2.3 Cultura de células e Ensaio de citotoxicidade de SRB

A técnica de cultivo de células iniciou-se no século XX, quando o pesquisador
Ross Granville Harrisson conseguiu manter células do tubo nervoso de um girino vivas
fora do organismo. Com o passar do tempo, as técnicas de cultivo foram aprimoradas e,
o termo ‘cultura de células’ foi estendido também para cultura de tecidos e 6rgdos e, a
partir da década de sessenta, células tumorais passaram a serem incorporadas nas
culturas celulares e, com isso, as pesquisas na area do cancer ganharam mais uma
ferramenta de fundamental importancia (ALVES; GUIMARAES, 2009; HOUGHTON
et al.,2007).

Na pesquisa por produtos com atividade anticancer a cultura de células
tumorais tornou-se uma importante ferramenta de triagem inicial, diminuindo gastos
com estudos in vivo e clinicos de substancias que nao apresentem atividade citotoxica,
pois, conclui-se que, se ndo houver toxicidade para células, tampouco havera para o
tecido tumoral. Essa técnica foi aprimorada ainda mais, quando em 1989, o
Departamento de Produgdo de Terapéuticos do Instituto Nacional do Cancer (NCI,
EUA), iniciou um método de triagem in vitro de potenciais drogas anticincer num
painel de sessenta linhagens tumorais humanas, derivadas de diversos tipos de tecidos
(HOLBECK, 2004), permitindo a realizacdo de testes com diferentes tipos de cancer ao

mesmo tempo.

Existem diversos mecanismos que podem ser estudados por meio do cultivo de
células, porém, na area de pesquisa por agentes anticancer, os ensaios de citotoxicidade

sdo muito utilizados como triagem inicial. O teste de citotoxicidade ¢ baseado na
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coloragao de células, que sdo submetidas a condigdes normais para o crescimento €
proliferacdo que, por sua vez, t€ém sua intensidade quantificada (diretamente
proporcional ao numero de células vidveis) em que as taxas de crescimento e
multiplicagdo sao mensuradas e, dessa maneira, ¢ feita a comparagao desses resultados
para uma linhagem tumoral na presenca ou auséncia de uma substancia-teste
(HOUGHTON et al., 2007). A citotoxicidade inclui termos tanto citostatico como
citocida em que pode-se determinar quais perfis de citotoxicidade uma substancia-teste

apresenta sobre determinada linhagem tumoral.

Diversos ensaios de citotoxicidade foram desenvolvidos e eles sao denominados
de acordo com o corante utilizado. Entre eles, existem os métodos do MTT e XTT
(desenvolvidos em 1986 e 1988, respectivamente), que sdo sais que reduzidos
metabolicamente pelas mitocondrias celulares de células viaveis, resultam em um
produto formazan de coloracao azul, que pode ser espectrofotometricamente mensurada.
Porém o método mais utilizado ¢ o denominado ensaio de colorimétrico da
sulforodamina B (SRB), descrito por Skehan ef al. (1990). Essa técnica consiste em
quantificar o nimero de células por meio da absorbancia (densidade Optica) apresentada
pelas proteinas das membranas das células vidveis coradas pela SRB. Esse ensaio ¢
sensivel, reproduzivel e mais rapido que os descritos anteriormente e, por isso, hoje € o

método mais utilizado para estudar citotoxicidade de amostras.

2.4 Topoisomerases

O DNA contém todo o conjunto de informag¢des do organismo, o que nos remete
a ideia de que essa molécula deve ser muito comprida para conter todas essas
informacdes complexas. De fato, a molécula de DNA ¢ bastante longa -
aproximadamente dois metros de comprimento (BURDEN; OSHERORFF, 1998) e
devido a sua alta dinamica de estados intracelulares (ora condensados, noutra relaxados,
dividindo), as topoisomerases constituem enzimas muito importantes para a divisdo
celular, pois elas agem desligando temporariamente uma fita do DNA (topoisomerase I)

ou ambas as cadeias (topoisomerase II), durante os processos de transcri¢ao, replicagao
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e recombinagdo do DNA e depois religando a fita no ponto em que foi desligada

(KELLNER; RUDOLPH; PARWARESCH, 2000).

A existéncia das DNAs topoisomerases foi descoberta na década de sessenta,
quando foi observado o relaxamento do DNA superenrolado negativamente em E.coli
por uma proteina até entdo denominada ® (WANG, 1971). Posteriormente foram
descobertas essas classes de enzimas em diversas outras espécies e Reinos, inclusive em
humanos e, por serem enzimas indispensaveis nos processos celulares inerentes a
manutengdo da vida dos organismos — regulam o problema topoldgico do
superenrolamento negativo do DNA pela mudanca de sua geometria tridimensional.
Essas enzimas sdo muito estudadas/utilizadas hoje como alvos de substancias
antibacterianas e anticancerigenas que possam inibir a agdo delas (POMMIER et al.,

2010).

O problema topoldgico solucionado por essas enzimas ¢ a decatenagdo do DNA
catenado; o desenovelamento do DNA knotting ou o relaxamento do DNA supercoiling,
permitindo a abertura tempordria das cadeias do DNA através da ligacdo covalente da
enzima com a molécula do material genético, via uma ligagdo fosfotirosina durante a

replicagdo do nucleo (CHAMPOUX, 2001).

Existem dois tipos de topoisomerases em humanos, de acordo com as fungdes
cataliticas que elas exercem: topoisomerase I (com subdivisdes em A e B) e II
(CHAMPOUX, 2001; KELLNER; RUDOLPH; PARWARESCH, 2000). As
topoisomerases do tipo I ligam-se a uma das fitas do DNA por meio de uma liga¢do
covalente entre um residuo de tirosina e o fosfato do DNA clivado, sem gasto de
energia. Elas sdo mondmeros e sdo classificadas na subfamilia tipo IA quando ligam-se
covalentemente no terminal 5° da quebra do DNA e, em tipo IB, quando ligam-se
covalentemente no terminal 3’ da quebra do DNA (complexo de quebra) permitindo a
rotacdo de uma regido dessa fita em relagdo a outra fita (STEWART et al., 1998)
resultando no relaxamento do DNA. As topoisomerases do tipo II ligam-se a fita dupla
de DNA por meio de uma reacdo de substituicdo nucleofilica, clivando as duas fitas
complementares, com gasto de ATP, causando um desligamento nas duas fitas do DNA
e consequente translocagdo do cromossomo (KELLNER; RUDOLPH;
PARWARESCH, 2000).
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Hé dois tipos de drogas que utilizam as topoisomerases como alvo, aquelas que
atuam inibindo a atividade dessas enzimas (impedindo a transcri¢do) - chamadas
inibidores cataliticos; ou, ainda, aquelas que aumentam o tempo de ligacdo da
topoisomerase ao DNA até que este ultimo seja quebrado. As substancias que possuem
o mecanismo deste segundo tipo s3ao chamadas veneno de topoisomerases
(CHAMPOUX, 2001; NITISS, 2009). Essa classe de drogas inclui o etoposideo; a
doxorrubicina e a mitoxantrona como 0s principais agentes utilizados na area clinica
(que possuem a topoll como alvo molecular); esses quimioterapicos ao gerarem altos
niveis de complexo de ligagdo enzima-droga-DNA, causam a quebra das fitas,
bloqueando a transcri¢do e a replicagdo; levando os fragmentos de DNA a unirem-se a

proteinas que sinalizam a apoptose (NITISS, 2009).

2.5 Género Selaginella sp.

Selaginella sp. representa o unico género da familia Selaginellaceae, com cerca
de setecentas espécies distribuidas no mundo inteiro (STAFFORD, 1991),
principalmente nos Continentes Americano, Africa e Europa, na Asia (Japao), Oceania
(Nova Guiné e Australia) e em ilhas do leste do Pacifico (Havai, Marquesas, Taiti e
Rapa) (HIRAIL; PRADO, 2000). Com aproximadamente 270 espécies ocorrendo no
Continente Americano (DE SA ef al., 2012), com os limites de sua distribuigio ao
norte no Alasca, a leste na Groelandia, e ao sul, em Mendonza e Buenos Aires
(Argentina) (HIRAIL; PRADO, 2000). Caracteriza-se por plantas pteridofitas do Filo
Lycophyta, que representam as mais basais das plantas vasculares terrestres (PRYER et
al., 2001).

Esse género de distribuigdo ampla apresenta registro de 46 espécies no Brasil e,
dessas, dezesseis sdo endémicas (ALSTON; JERMY; RANKIN, 1981). A regido que
contém o maior nimero de espécies ¢ a Bacia Amazodnica (com 31 espécies) (TRYON;
TRYON, 1982). Na regido do Pantanal encontram-se distribuidas nas formacodes
montanhosas, sendo que na regido da borda oeste do Pantanal sul-mato-grossense,
ocorrem seis espécies distribuidas em florestas estacionais, encostas de morros ou solo

calcareo/arenoso (ASSIS; LABIAK, 2009).
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Esse género ¢ muito estudado devido a caracteristicas farmacologicas como
antiplasmoidial e leishmanicida (KUNERT et al., 2008); antitumoral (LIU et al., 2011;
YANG et al., 2007); antifungica (LEE et al., 2009); antiviral (CAO et al., 2010; MA et
al.,2001) e até mesmo antiglicémica (ZHENG et al., 2011). Essas atividades biologicas
se dao pela riqueza em flavonoides que as espécies desse género possuem (CHEN et al,,
2005; LEE et al., 2009; LIN; KUO; CHOU, 2000; MA et al., 2001; SILVA et al., 1995;
SUN et al., 1997). Segundo Setyawan (2011a) o género contém flavonoides, alcaloides
e terpenoides; porém, os biflavonoides apresentam-se como o0s principais compostos

bioativos de Selaginella, especialmente amentoflavona e ginkgetin.

Apesar da riqueza farmacologica que as espécies desse género possuem, 0 uso
de pteridofitas na medicina popular, no Brasil, ainda ¢ pouco documentada (BARROS;
ANDRADE, 1997) e esse numero reduzido de espécies estudadas se deve ao fato de que
a pesquisa nessa area se concentra principalmente em espécies de plantas superiores

(ALBUQUERQUE et al., 2007).

2.5.1 Selaginella sellowii

Santos et al. (2005) fizeram estudos de analise fitoquimica dessa espécie na area
de quimica ecoldgica; os outros poucos registros que existem na literatura sobre
S.sellowii sao de levantamentos floristicos citando sua ocorréncia. Nao existem estudos
sobre atividade biologica dessa espécie, e sua distribuicdo geografica se d4 no México,
Cuba, Hispaniola, Guatemala, Venezuela, Guiana, Guiana Francesa, Colombia, Bolivia,
Argentina; e no Brasil nos Estados de Mato Grosso do Sul, Piaui, Ceard, Paraiba,
Pernambuco, Bahia, Goids, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sao Paulo

(HIRAIL; PRADO, 2000) (Figura 3).

2.5.2 Selaginella convoluta

E uma espécie de habito herbaceo que ocorre espontaneamente no Brasil,
conhecida no Nordeste do Pais pelo nome popular de Jerico, mao-de-sapo ou mao-

fechada (ALBUQUERQUE et al., 2007; DE SA et al., 2012), ocorre nos Estados do
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Piaui, Ceara, Pernambuco, Bahia, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Espirito
Santo, Rio de Janeiro e S3o Paulo; e também em outros paises como México,
Guatemala, Honduras, Cuba, Hipaniola, Argentina e Paraguai (ASSIS; LABIAK, 2009)
(Figura 3).

Essa espécie € muito utilizada na medicina popular como diurético, afrodisiaco e
no tratamento da amenorréia (AGRA et al., 2007, ALBUQUERQUE et al., 2007),
como analéptico, antidepressivo (GIORGETTI; NEGRI; RODRIGUES, 2007), para
tratar sangramento, tosse, aumentar a fertilidade feminina (ALBUQUERQUE et al.,
2007) e, na regido semidrida do Brasil, ¢ muito utilizada para tratar dor e inflamacao

(DE SA et al., 2012).

FONTE: SABOIA, J.F.

Figura 3. A esquerda fotografia da espécie Selaginella sellowii e i direita, fotografia de Selaginella convoluta.
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3. OBJETIVOS

Geral

Avaliar a atividade antiproliferativa e de inibicdo das topoisomerases por
extratos e fragdes de espécies do género Selaginella.

Especificos

. Avaliar a atividade antiproliferativa dos extratos e fragdes hexanica,
cloroféormica e acetato de etila provenientes dos extratos brutos das espécies Selaginella

sellowii e Selaginella convoluta em células neoplasicas humanas.

o Avaliar a seletividade dos extratos e fragdes em uma linhagem de células

ndo tumorais (Indice de seletividade — IS).

. Avaliar a capacidade inibitoria sobre as topoisomerases tipo I e II das

fragdes com potencial atividade citotoxica.

o Identificar as classes de moléculas presentes nas fracdes mais ativas por

meio de cromatografia liquida.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do material vegetal

As espécies de Selaginella sp. estudadas neste trabalho foram coletadas na
regido de Porto Murtinho-MS em agosto de 2012. A coleta de S.convoluta e S.sellowii
foi realizada pelo Bidlogo e Técnico Jodo Roberto Fabri (UFMS) e, ap6s identificagdo
realizada pelo Prof. Dr. Arnildo Pott (UFMS); foram registradas no herbario da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, em Campo Grande-MS (CG/UFMS), com
os respectivos niumeros de registro CG/UFMS 36052 e 36051.

4.2 Obtenc¢ao dos extratos brutos e de suas fragoes

A obtengdo dos extratos e fragdes foi feita em parceria com o Laboratério de
Farmacognosia da UFMS (Campo Grande-MS), sob a supervisdo do Prof. Dr. Carlos

Alexandre Carollo.

Primeiramente, foi feita uma extracdo de forma exaustiva por percolacdo para a
obtenc¢do, de forma mais seletiva, das substancias de interesse contidas no vegetal e,

posteriormente, foram preparadas as fragdes por particdo liquido-liquido.

As espécies foram separadas (60g), lavadas e colocadas para secar em
temperatura ambiente, em local ventilado e protegido da luz solar. Logo apos, foram
pulverizadas (utilizou-se as plantas inteiras) e deixadas por doze horas em um béquer
contendo etanol/agua, 70%. Foi preparado percolador, para cada uma das espécies, nos
quais essas amostras foram extraidas com 2L de etanol/agua 70%. Esses extratos foram
concentrados em rota evaporador até que o etanol fosse completamente evaporado e s6
sobrasse a 4gua junto com o extrato no baldo volumétrico. O extrato foi transferido para
um recipiente e deixado por dois dias em capela e uma semana em dessecadora. Desses
extratos, uma parte foi separada para os testes de citotoxicidade e a outra para fazer o

fracionamento.
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No fracionamento, cada extrato bruto foi retomado em 250 mL de agua destilada
e colocado em cuba de ultrassom por 25 minutos. Depois, foi feita a particao entre agua
e hexano; agua e cloroférmio e agua e acetato de etila, que resultou nas fragdes

hexanica; cloroformica; acetato de etila e aquosa remanescente (Figura 4).

Extrato bruto etandlico

|::> 250mL H,0, ultrassom 20 min

|::> Parti¢do hexano

Fragdo hexanica Fragdo aquosa

|::> Parti¢do cloroformio

Fragao cloroférmica Fragao aquosa
|::> Partigdo acetato de
etila
Fracao acetato de etila Fragdo aquosa
remanescente

Figura 4. Fluxograma da preparacdo das fragdes das espécies de Selaginella sp.

Dessa maneira, cada espécie possui, além do extrato bruto, quatro fragdes para
testes (Tabela 1).
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Tabela 1. Extratos brutos e fracdes de Selaginella sp. estudados

S.sellowii S.convoluta

Extrato hidro SSB SCB
etanolico (Bruto)

Fracdo Hexano SS1 SC1

Fracao Cloroférmio SS2 SC2

Fracao Acetato de SS3 SC3

Etila
Fracdo Aquosa SS4 SC4
(remanescente)

4.3 Cultura de células

4.3.1 Linhagens celulares

Foram cultivadas seis linhagens de células neoplasicas humanas: MCF-7
(carcinoma de mama, ATCC: HTB-22), 786-0 (carcinoma de rim, ATCC: CRL-1932),
PC-03 (carcinoma de prostata, ATCC: CRL- 1435), HT-29 (carcinoma de colon,
ATCC: HTB-38), K-562 (leucemia mieloide cronica, ATCC: CCL-243) e NCI/ADR-
RES (carcinoma de ovario resistente a multiplas drogas, NCI: NCI-ADR-OVCAR).
Além das linhagens neoplésicas foi cultivada uma linhagem de células ndo tumorais
NIH/3T3 (fibroblasto murino, ATCC: CRL-1658), adquirida do Banco de C¢lulas do
Rio de Janeiro (BCRJ/UFRJ). Todas as linhagens celulares neoplasicas citadas foram

doadas pelo Prof. Dr. Jodo Ernesto Carvalho (Unicamp).

4.3.2 Preparo das células para o teste de citotoxicidade

Para o cultivo, as células que sdo mantidas congeladas em nitrogénio liquido
foram descongeladas e cultivadas conforme descrito por Freshnney (2005), em garrafas
de cultivo estéreis (25 cm?®) contendo o meio apropriado, RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute Medium) ou DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium),

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e tratado com
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penicilina/estreptomicina; e entdo mantidas em incubadora a 37°C, 100% de umidade e
5% de CO,.

Conforme as células cresciam nas garrafas e chegavam a uma densidade 6tima
para serem testadas quanto a citotoxicidade das amostras, as linhagens celulares
aderentes (que se fixam no fundo da garrafa) eram “descoladas” pela adi¢ao de solugao
de tripsina (0,25% + EDTA 1 mM) em tampao PBS e pH 7,4. Apds a acdo desejada da
tripsina, as células eram centrifugadas a 1.000 rpm por quatro minutos para a troca de
meio contendo tripsina por meio completo novo. Para a linhagem nao aderente (K-562),
foi realizado o mesmo procedimento, sem a etapa de tripsinizacdo. Ressuspendidas em
meio novo, a contagem das células vidveis era feita em Camara de Neubauer com o

corante de exclusdo Trypan Blue®.

4.3 .4 Teste de citotoxicidade

O teste de citotoxicidade foi feito com o corante sulforodamina B (SRB),
seguindo a metodologia proposta por Skehan ef al. (1990).

Quando as células chegavam a um crescimento exponencial, elas eram contadas
em camara de Neubauer e era calculada a densidade de inoculacdo de 10.000 células em
100pL de meio para serem adicionados em cada cavidade de uma placa de 96
micropogos. As placas eram colocadas em incubadora de CO, por 24h a 37°C para que
se fixassem no fundo dos pocos.

Ap0s esse periodo eram adicionados 100puL das amostras de interesse nos pogos
a quatro concentragdes fixas: 0,25 pg/mL; 2,5 pg/mL; 25 pg/mL e 250 pg/mL. Como
controle positivo foi utilizado a doxorrubicina (Tecnofarma International®, Uruguai),
sendo as concentragdes dez vezes menores que aquelas usadas para as amostras testadas
(0,025pg/mL; 0,25ug/mL; 2,5ug/mL e 25pug/mL) (Figura 5).

As amostras foram diluidas com Dimetilsulfoxido (DMSO) 0,25%, concentragao
que ndo altera viabilidade celular. Todas as amostras foram testadas em cada
concentragdo em triplicata, originando média e desvio padrdo da porcentagem de
crescimento. O controle negativo consiste nas células e o meio de cultura, sem amostra-
teste. Para cada concentragdo da amostra foi obtido um controle da coloragao da
amostra (branco da amostra), no qual consiste em uma cavidade que contém apenas a
amostra € 0 meio de cultura, sem células. Apds esses procedimentos as placas eram

incubadas novamente por 48h.
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1 2 3 4 5 6 7 g 9 10 11 12
Al BCO BCO MEIQO DE | MEIDDE

2Spg/mlL | 250pg/mL | CULTURA | CULTURA
25pg/ml 250pg/mL d -

25pe/ml 250pg/mL
25pg/ml 250pg/mL
25ugfml | 25pg/ml
2,5pgfmL | 25pgfml
25ugfml | 25pg/ml
BCO DOXOD | BCO DOXO
2 Spgfml 2,5uz/mlL

I o Tmmgo o

BCO = branco; DOXO = doxorrubicina; C- = controle negativo.
Figura 5. Esquema da placa de 96 pogos com as concentra¢des das amostras e controles positivo (DOXO) e negativo

utilizados.

Para fazer a leitura das absorbancias, o meio de cada cavidade da placa de 96
pogos foi aspirado e as células viaveis foram fixadas com 4cido tricloroacético (TCA)
20%, na quantidade de 100uL/pogo, por sessenta minutos a 4°C. Na etapa seguinte, o
TCA foi descartado e a placa lavada com agua e deixada secar em temperatura
ambiente. Depois, foram adicionados 50uL de SRB 0,1% (diluido em acido acético 1%)
em cada poco e deixados agir em local escuro por 30 minutos para corar as células.
Ap0s esse periodo, cada poco foi lavado quatro vezes com 100uL de acido acético 1%
para retirar o excesso de corante. Por ultimo, apds o descarte do acido acético, foram
adicionados 100 pL de tampao Trizma base (10 mM) em cada poco e as placas
colocadas para agitagdo por quinze minutos (para uma diluicdo homogénea da SRB)

para a realizacdo da leitura em leitor de microplacas a 540 nm.

4.3.5 Concentra¢do de inibi¢dao de 50% do crescimento celular (ICsg)

Os resultados obtidos durante a leitura (absorbancias) foram usados para calcular
a porcentagem de crescimento de cada linhagem (Excel 2007) utilizando a formula
(representada abaixo) de Monks et al. (1991) e, conforme o padrdao de proliferacao das
células, foram associados os parametros de efeito citostatico ou citocida para cada
amostra. Os valores abaixo de 100% e acima de 0% representam inibi¢do de
crescimento (efeito citostatico), enquanto os valores negativos, abaixo de 0%,
representam morte celular (efeito citocida).

Se T >T0 e T< CN, efeito citostatico: 100 x [(T - Ty) / (CN = Ty)];
Se T <T,, efeito citocida: 100 x [(T - To) / To]
(MONKS et al., 1991)
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A concentragdo de uma amostra que inibe 50% do crescimento celular (ICsg) foi

determinada em programa para graficos e analises de dados (Origin Versdo 6.0).

4.3.6 Indice de Seletividade (IS)

O indice de seletividade (IS) relaciona a seletividade de um composto entre uma
linhagem tumoral e uma linhagem ndo tumoral. Neste estudo, o IS corresponde a
divisdo entre o valor da ICsy de cada amostra-teste na linhagem de células nao tumorais
NHI/3T3 e o valor da ICsy de cada composto na linhagem de células neoplasicas (IS=
ICso 3T3 / ICsp células neoplasicas). As amostras com IS > 2,0 serdo consideradas
seletivas, inferindo-se que a amostra ¢ duas vezes mais citotoxica para a linhagem
neoplasica em relacdo as células normais (SUFFNESS; PEZZUTO, 1991). Quando a

ICsp € >250 pg/mL nao € possivel calcular o IS para determinada amostra em estudo.

4.4 Ensaio sobre inibicdo das enzimas Topoisomerases I e 11

4.4.1 Solucdes tampado utilizadas na extracdo das enzimas

Tampao 1 — NaCl 150Mm; KH,PO4 ImM pH=6,4; MgCl, 5SmM; EDTA 1mM;
DTT 0,2mM; PMSF 1Mm; (Triton X-100 0,3% v/v).

Tampao 2 — Tris-HCI 10mM pH=7,5; contendo: KCI 25mM; MgCl, SmM; DTT
ImM; PMSF 1mM.

Tampao 3 — Tris-HCl 50mM pH=7,5; contendo: NaCl ImM; EDTA ImM; DTT
IMm; PMSF 1Mm (colocar este somente na hora do uso).

Tampao 4 — Tris-HCl 50mM pH=7,5; contendo: EDTA 1mM; NaCl 1M; DTT
ImM; PSMF ImM (colocar este somente na hora do uso).

Tampao 5 — Tris-HCl 50mM pH=8,0; contendo KCl 120Mm, MgCl, 10mM,
DTT 0,5mM e ATP 0,5mM.

Tampao 6 - Tris-HCL 100mM pH= 7,9; contendo: EDTA 10mM, NaCl 1,5M,
albumina de soro bovino 1% (v/v).
EDTA= 4cido etilenoglicol bis (B-amino etil éter)-N,N,N’ N’, tetra acético; DTT=
ditiotreitol; PMSF = fenil metil sulfonil fluoreto.
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4.4.2 Extracdo das enzimas topoisomerases I e II das células

Para a extracdo das enzimas topoisomerases I e II, foi utilizado um protocolo
modificado de TopoGen®, Grivicich (1999) e Faria (2000), foram cultivadas células
HT-29 (carcinoma de célon) em garrafa de cultivo estéril de area de 150 cm?. Quando
foi observado que as células formaram uma monocamada com aproximadamente 80%
de confluéncia no fundo das garrafas, as células foram lavadas duas vezes com 5 mL de
PBS para a retirada do soro. Apds a lavagem, foram adicionados mais 4 mL de PBS e
entdo, com o auxilio de um scraper, as células foram rasteladas da garrafa e transferidas
para um tubo conico estéril de 15 mL e centrifugadas a 1.000 rpm por dez minutos. O
sobrenadante foi aspirado e as células resuspendidas em 5 mL de tampdo 1 (NaCl
150Mm; KH,PO4 1mM pH=6,4; MgCl, 5SmM; EDTA 1mM; DTT 0,2mM; PMSF
IMm). Dessa solucao foram feitas aliquotas em microtubos que foram colocados para
centrifugar a 4°C a 1.200 rpm por dez minutos. O sobrenadante foi desprezado e 1 mL
de tampao 1 (com Triton X-100 0,3% v/v) foi adicionado ao pellet de células. Essa
solugdo foi aliquotada em microtubos (cada um contendo 200uL de solug¢do). Em
seguida, cada microtubo teve seu volume completado para 1 mL com solug¢do tampao 2
(Tris-HCI 10mM pH=7,5; contendo: KCI 25mM; MgCl, 5mM; DTT 1mM; PMSF
ImM). Foi realizada homogeneizagao por inversao durante dez minutos para se extrair
os nucleos celulares. Depois, os microtubos foram colocados novamente em centrifuga
por dez minutos a 4°C a 1.700 rpm. O sobrenadante foi desprezado e foi feita a
sonicacdo com nitrogénio liquido. Para a obtencdo final de topoisomerase Al, foi
acrescentado ao microtubo 200 pL de solu¢do tampao 4 (Tris-HCl 50mM pH=7,5;
contendo: EDTA ImM; NaCl 1M; DTT ImM; PSMF 1mM) e, para obtencdo de
topoisomerase All, foi acrescentado 200 pL de solugdo tampao 3 (Tampdo 3 — Tris-HCl
50mM pH=7,5; contendo: NaCl 1mM; EDTA 1mM; DTT 1Mm; PMSF 1Mm) em outro
microtubo. Ambas as aliquotas foram centrifugadas a 12.700 rpm por quarenta minutos,

apos isso, foram reservadas e o sobrenadante (enzima) coletado e armazenado em

frezeer a -70°C.

4.4.3 Preparacdo das amostras-teste e controles

Foram testadas as amostras SC2, SS2 e SS3, as quais apresentaram potencial

atividade citotoxica.
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As amostras previamente diluidas em DMSO (100.000 pg/mL) foram
convertidas a 600pg/mL (6pL em 994uL de 4gua de Milli-Q) para a reag@o de inibigdo
das topoisomerases.

Os controles positivos ¢ as amostras-teste foram incubados por 1h a 37°C na
presenca de 6,7uL de agua; 6uL de tampao 6 (Tris-HCL 100mM pH= 7,9; contendo:
EDTA 10mM, NaCl 1,5M, albumina de soro bovino 1% v/v) para topoisomerase I ou
tampao 5 (Tris-HCI 50mM pH=8,0; contendo KCL 120Mm, MgCl, 10mM, DTT
0,5mM e ATP 0,5Mm) para topoisomerase II; 3,3uL de irinotecan (quimioterapico que
inibe a topoisomerase I) ou de etoposideo (inibidor de topoisomerase II) ou 4uL da
amostra; 0,5 pL (0,125pg) de plasmideo pBR322 (Invitrogen®) e 7ul. de extrato
nuclear (EN) contendo topo I ou topo II.

Para o preparo dos controles negativos, foram incubados 10uL de 4gua de milli-
Q; 6uL de tampao de reagdo de topo I ou II; 0,5uL de sulforodamina e 7uL de extrato

nuclear (EN) contendo topoisomerase I ou II.

Apbs o periodo de incubagdo foram adicionados 4puL de tampao de parada (50%
glicerol, 10% dodecil sulfato de sddio SDS e 25% de azulbromofenol) aos controles e
amostras-teste e, estes, foram deixados no congelador por vinte minutos. Depois foram
adicionados 2pL de proteinase K (pK 1mg/mL) e deixados em banho-maria a 55°C por

quarenta minutos.

4.4.4 Ensaio sobre a inibi¢do de topoisomerases I e II (Miller, Liu, Englund, 1981;
Muller et al., 1988 ; Trask, Didonato, Muller, 1984)

Os produtos das reagdes das topoisomerases foram aplicados em pocos no gel de
agarose 1% (p/v), contendo cada um 4 pL da reagdo, 2 pL de 10x Blue Juice®, 2 pL de
GelRed por 1h30 a 45v para a visualizacdo. Posteriormente, o gel foi fotografado sobre
luz ultravioleta com camera digital para visualizagdo dos produtos de relaxamento. A
interpretacdo do gel ¢ feita comparando as bandas de DNA relaxado e DNA enovelado,
na presenca e auséncia da enzima. Os perfis que se obtém dos produtos das reagdes sao:
1. Inibicdo da topoisomerase - presenca das bandas de DNA relaxado (o plasmideo

utilizado nesse estudo possui 20% de DNA relaxado em sua composicdo, ou seja, a
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banda de DNA relaxado sempre estard marcada, mesmo se a amostra for inibitoria da
acdo de topoisomerases) ¢ enovelado, como acontece na reacdo com o0s controles
positivos); 2. Sem inibicdo de topoisomerase, quando a banda de DNA enovelado ¢
relaxada total ou parcialmente ou quando ha formagdao de DNA linear (banda entre as

posi¢des de DNA relaxado e DNA enovelado).

4.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As fracOes acetato de etila das espécies Selaginella sellowii e Selaginella
convoluta foram analisadas em um aparelho de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), com sistema binario de solvente modelo LC-20AD, acoplado a detector de
arranjo de diodos (DAD) modelo SPD-M20A (Shimadzu) e injetor manual com alga de
amostragem de 20 pL, operando em comprimento de onda de 270 nm e 325 nm.
Utilizou-se coluna analitica de fase reversa Shimadzu octadecil Shim-pack PREP-ODS
(H) KIT (250 mm x 4,6 mm d.i., particulas de 5 um) e pré-coluna (4 cm x 3 mm) com
mesma fase estacionaria. Fase movel H;O (A) e MeOH (B) ambas com acido acético
1%, a fluxo de 0,8 mL/min em sistema de gradiente linear: 0,01-8 min 75% (B), 8-25
min 90% (B), 25-35 min 100% (B) e 35-45 min 75% (B). Os dados cromatograficos
foram analisados em um sistema operacional computadorizado com software Lcsolution
(Shimadzu). Os solventes utilizados foram de grau de pureza CLAE (Vetec) e a dgua

Milli-Q (Millipore).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O ensaio de sulforodamina (SRB) foi utilizado para avaliar a atividade
antiproliferativa dos extratos brutos e fragdes das espécies S.sellowii e S.convoluta em
seis linhagens de células neoplasicas MCF-7 (carcinoma de mama), 786-0 (carcinoma
de rim), PC-03 (carcinoma de prostata), HT-29 (carcinoma de co6lon), K-562 (leucemia
mieloide cronica) e NCI/ADR-RES (adenocarcinoma de ovario resistente a multiplas
drogas) e em uma linhagem de células nao tumorais NHI/3T3 (fibroblasto murino)

(Tabela 2).

Devido as porcentagens de crescimento das fragdes aquosas remanescentes das
duas espécies (SC4 e SS4) terem sido proximas a 100% até a maior concentragdo
testada (250pg/mL), elas foram consideradas inativas e ndo foi possivel o calculo de
ICs0. Por esse motivo, elas foram excluidas dos testes € ndo foram testadas em todas as

linhagens celulares.

Tabela 2. Valores de ICsy (ug/mL) dos extratos brutos e fracdes das espécies de

Selaginella sp. e de Doxorrubicina em periodo de incubag¢do de 48h em cultura de

células
MCF-7 786-0 PC-3 HT-29 NCI/ADR- K-562 NHI/3T3
RES

SSB 29,40 46,63 77,15 80,68 59,55 50,1 151,75
SS1 29,75 70,59 89,18 118,55 47,86 62,22 >250
SS2 2,57 2,55 6,74 3,36 2,62 5,27 11,17
SS3 1,81 2,68 24,67 6,1 18,96 5,29 24,53
SS4 >250 >250 >250 >250 NT NT >250
SCB 41,57 62,42 >250 >250 174,85 53,25 >250
SC1 32,95 51,35 107,10 77,23 57,03 86,51 248
SC2 6,69 23,46 24,71 187,90 42,75 9,55 54,73
SC3 59,12 75,65 30,65 >250 43,65 2,53 82,52
SC4 >250 >250 >250 >250 NT NT >250
Doxo* 0,03 0,03 0,23 0,44 2,45 0,19 0,55

Doxo = Doxorrubicina (controle positivo); NT = nio testado.

Ao considerar o valor de 30 pg/mL (SUFFNESS; PEZZUTO, 1991) a fracao

acetato de etila de Selaginella selowii (SS3) foi a mais ativa entre todas as amostras
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testadas em células MCF-7 (ICso de 1,81ug/mL), enquanto a fracdo cloroférmica (SS2)
foi fortemente ativa para todas as linhagens estudadas. Destaca-se também para esta
ultima fragdo, uma atividade tdo potente quanto aquela apresentada pela Doxorrubicina
(2,62 e 2,45ug/mL, respectivamente) na linhagem de carcinoma de ovario resistente a
multiplos farmacos (NCI/ADR-RES), o que pode indicar resultados promissores para o
isolamento de novos compostos a partir dessa espécie com importancia na busca de
novos farmacos, em especial para pacientes que apresentam resisténcia a quimioterapia
(KAMB; WEE; LENGAUER, 2007; EFFERTH, 2010; TAN et al, 2010). A fragdo de
acetato de etila (SC3) de Selaginella convoluta apresentou a mais forte atividade para a

linhagem de células leucémicas K-562 (ICsp= 2,53ug/mL).

As Figuras 6 e¢ 7 representam os graficos que associam a porcentagem de
crescimento celular de todas as linhagens estudadas (NHI/3T3, MCF-7, 786-0, PC-3,
HT-29, NCI/ADR-RES e K-562) em cada concentragdo (0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mL) das

amostras testadas.
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Figura 6. Atividade antiproliferativa do extrato bruto - SSB (A), da fragdo hexanica — SS1 (B), da fragdo
cloroférmica — SS2 (C) e da fracdo de acetato de etila - SS3 (D) da espécie Selaginella sellowii; relacionando

porcentagem de crescimento versus concentragio da amostra.
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Figura 7. Atividade antiproliferativa do extrato bruto - SCB (A), da fracdo hexanica — SC1 (B), da fragdo
cloroférmica — SC2 (C) e da fragdo acetato de etila SC3 (D) da espécie Selaginella convoluta; relacionando
porcentagem de crescimento versus concentragio da amostra.

Na Figura 8 estd representado o grafico da atividade antiproliferativa do

células com a concentragdo do quimioterapico.

quimioterdpico Doxorrubicina sobre as linhagens NHI/3T3, MCF-7, 786-0, PC-3, HT-
29, NCI/ADR-RES e K-562. Esse grafico relaciona a porcentagem de crescimento das
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Figura 8. Atividade antiproliferativa do quimioterapico doxorrubicina relacionando porcentagem de crescimento
versus concentragdo da amostra.

A Figura 9 representa a citotoxicidade das amostras na linhagem de células ndo
tumorais NHI/3T3 (fibroblasto murino). Das onze amostras testadas, sete delas
apresentaram baixa/nenhuma citotoxicidade para as células ndo tumorais, sendo que
somente a SS2 foi altamente citotoxica nessa linhagem (ICso 313y= 11,17 pg/mL). A ndo
citotoxicidade, ou baixa citotoxicidade, em células ndo tumorais, indicam uma
importancia muito grande na pesquisa por farmacos anticdncer ja que, isso garante

poucos efeitos colaterais em pacientes em tratamento.

As amostras mais citotoxicas em células NHI/3T3 foram SS2 e SS3 (ICsp=11,17
e 24,53 pg/mL), enquanto as amostras SSB, SC1 e SC3 ndo foram citocidas para esta
linhagem e a fracdao hexanica de S. selowii (SS1) e o extrato bruto de S.convoluta (SCB)

ndo apresentaram citotoxicidade alguma para esta mesma linhagem (ICs50>250 pg/mL).

Na Tabela 3 estdo representados os indices de seletividade das amostras para

cada linhagem tumoral estudada.
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Figura 9. Citotoxicidade das amostras testadas ¢ de doxorrubicina em células NHI/3T3.

Tabela 3. indice de Seletividade das amostras estudadas entre as diferentes

linhagens neoplasicas

SSB SSI SS2 SS3 SCB SCI SC2 SC3 DOXO
MCF-7 5,16 ** 434 135 ** 752 818 139 18,33
786-0 3,25 ** 438 9,15 ** 48 233 1,09 1833
PC-3 1,96 ** 1,65 099 * 231 221 2,69 239
HT-29 1,88 ** 332 4,02 ** 321 029 ** 1,25
NCI/ADR 2,54 ** 426 129 ** 434 128 189 022
K-562 3,02 ** 2,11 4,63 ** 286 573 32,61 289

** Valores ndo calculados; DOXO = doxorrubicina (controle positivo).

Nas linhagens MCF-7, 786-0 e HT-29, a amostra mais seletiva foi SS3 com

valores de IS iguais a 13,5; 9,15 e 4,02, respectivamente. A amostra mais seletiva para a

linhagem PC-3 foi SC3 (IS=2,69), para NCI/ADR-RES foi SC1 (IS= 4,34) e para K-

562, foi a SC3 (IS=32,61).

O extrato bruto de S. selowii (SSB) foi ativo em apenas duas linhagens

estudadas, MCF-7 (IC5=29,4 ng/mL) e 786-0 (ICs5y=46,63 png/mL). Também foi cinco
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vezes mais seletivo para a primeira linhagem tumoral mencionada e trés vezes para a
segunda. As linhagens sensiveis a amostra SS1 foram: MCF-7 (IC5y=29,75 ng/mL) e
NCI/ADR-RES (ICs50-47,86 pg/mL). Seus indices de seletividade ndo puderam ser
calculados, pois a linhagem NHI/3T3 nao apresentou sensibilidade nas concentragdes
testadas (IC50>250ug/mL). A SS2 corresponde a uma amostra altamente citotoxica em
todas as linhagens testadas. Sendo ela mais seletiva para: 786-0 (IS=4,38), MCF-7
(IS=4,34), NCI/ADR-RES (IS=4,26), HT-29 (IS=3,32) ¢ K-562 (IS=2,11). As outras
linhagens tumorais possuem sensibilidade a esta amostra semelhante (um pouco maior)
a linhagem NHI/3T3.

Conforme mencionado anteriormente, a SS2 apresentou atividade tdo potente
quanto a doxorrubicina (2,62 e 2,45ug/mL, respectivamente) na linhagem NCI/ADR-
RES, e deve-se destacar que foi menos citotdxica para as células ndo tumorais NHI/3T3
do que o referido controle positivo (ICsp=11,17 pg/mL e 0,55 pg/mL, respectivamente)
e, consequentemente, apresentou uma seletividade maior para esta linhagem tumoral (IS

— 4,26).

A fragdo SS3 que apresentou forte atividade citotdxica para a maioria das
linhagens neoplasicas apresentou também altos valores de indice de seletividade nas
linhagens MCF-7 (IS=13,55), 786-0 (IS=9,15), HT-29 (IS=4,02) e K-562 (1S=4,63),
indicando que o isolamento de novos compostos a partir dessa espécie, podera auxiliar

na busca de novos farmacos menos citotéxicos para células normais.

O extrato SCB foi ativo somente para a linhagem MCF-7 (ICsy=41,57pg/mL) e
ndo foi citotoxico até a maior concentracdo testada em NHI/3T3 (linhagem de célula
ndo tumoral). A fracdo SC1 foi ativa somente em MCF-7 (ICs50=32,95 pg/mL) e

apresentou-se com [S=7,52 para esta linhagem.

A fragdo SC2 foi ativa para a maioria das linhagens tumorais exceto para HT-29
(ICso= 187,9 pg/mL). Para MCF-7 e K-562, a sua atividade citotoxica foi alta
(IC50=6,69ng/mL e ICs5=9,55ug/mL, respectivamente). Além de sua atividade
antiproliferativa em células tumorais, ela foi pouco citotdxica na linhagem de células
ndo tumorais. Entre as células que sofrem agdo citotoxica dessa amostra, apenas
NCI/ADR-RES possui sensibilidade a essa amostra semelhante 8 NHI/3T3 (IS=1,28), as
demais linhagens apresentam sensibilidade maior que a de NHI/3T3 para essa amostra

(IS>2,0).
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A amostra SC3 apresentou alta atividade citotoxica em K-562 (ICs5,=2,53) e foi
ativa em PC-3 (IC50=30,65 pg/mL) e NCI/ADR-RES (IC50=43,65ug/mL) e, otimizando
ainda mais seu potencial anticancer, sua citotoxicidade em NHI/3T3 foi baixa
(IC50=82,52 ng/mL) com seletividade duas e trinta e duas vezes maior para PC-3 e K-

562, respectivamente.

Neste estudo, as fracdes cloroférmica e acetato de etila apresentaram um
aumento da atividade antiproliferativa em relacdo aos seus respectivos extratos brutos.
Na espécie Selaginella convoluta a fracdo mais ativa foi a cloroféormica, exceto para
linhagem K-562, na qual a fracdo acetato de etila foi mais ativa. A linhagem HT-29 nao
apresentou sensibilidade para as amostras dessa espécie (ICs¢>50 pug/mL). Para a
espécie Selaginella sellowii a fragcdo cloroformica foi a mais ativa para as linhagens
786-0, PC-3, NCI/ADR-RES, K-562 ¢ HT-29; para a linhagem MCF-7 a fra¢do acetato
de etila foi mais ativa.

As amostras de extratos hidroetandlicos e fragcdes hexanicas que foram ativas
apresentaram seletividade para as células tumorais (IS>2,0), mas as amostras ativas da
fragdo cloroformica e acetato de etila foram seletivas para algumas linhagens tumorais e
para outras nao (IS<2,0), indicando que as mesmas amostras podem ser ao mesmo
tempo toxicas para linhagens tumorais e para a linhagem ndo tumoral NHI/3T3. O
controle positivo (doxorrubicina) também apresentou este ultimo perfil, sendo seletiva
para as linhagens MCF-7, 786-0, PC-3 e K-562; mas embora a doxorrubicina apresente
seletividade para as linhagens citadas, ela ¢ extremamente citotoxica para NHI/3T3
(IC50=0,55ug/mL).

Estudos de citotoxicidade selecionam substancias para que investigacdes mais
aprofundadas sejam feitas na finalidade de descobrir os mecanismos de ag@o pelos quais
elas agem dentro das células tumorais como: indugdo de apoptose; parada da célula em
determinada fase no ciclo celular; inibicdo das vias de sinalizagdo ou enzimas

necessarias para a prolifera¢ao celular (BERDOWSKA et al., 2013).

A interferéncia sobre a atividade da enzima topoisomerase consiste em um dos
mecanismos de a¢do apresentado por alguns fdrmacos ja amplamente utilizados na area
clinica (etoposideo, doxorrubicina e irinotecan) e embora este mecanismo de agdo seja
muito estudado, ainda ndo ha relatos literarios sobre a inibigdo de topoisomerases para

espécies do género Selaginella. Neste trabalho avaliamos se a fracdo cloroférmica de
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Selaginella convoluta (SC2) e as fragdes cloroformica e acetato de etila de Selaginella
sellowii (SS2 e SS3, respectivamente), por serem citotoxicas nas linhagens tumorais,
apresentam atividade inibitoria das enzimas topoisomerase I e II (Figura 10 e 11). O
estudo da inibicao da atividade das enzimas topoisomerases ¢ muito importante na
busca por novas substancias anticancer, ja que a inibi¢do da atividade dessas enzimas

pode inibir a proliferagao celular excessiva, causada pelo cancer.

Os resultados obtidos das amostras SC2, SS2 ¢ SS3 sobre a agdo inibitoria de

topoisomerase I estdo apresentados na Figura 10.
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Figura 10. Gel de agarose 1% apods eletroforese em tampdo TBE. Estudo da atividade inibitoria da enzima
topoisomerase I pelas amostras SC2, SS2 e SS3. Em todas as linhas as amostras contém 4 pL da reagdo-teste (exceto
a coluna 1, que contém somente 0,125 pg de pBR322 — Controle negativo), 2 pL de blue juice® 10x e 2 pL de gel
red. A coluna 2, contém o controle positivo com 0,125 ug pBR322 e 7 uLL de EN contendo topoisomerase I; a coluna
3 contém 0,125 pg de pBR322, irinotecan ¢ 7 pL. de EN (topoisomerase I); coluna 4 com pBR322, topoisomerase I e
SC2; a coluna 5 com pBR322, topoisomerase I ¢ SS2 e; por ultimo, a coluna 6 contendo pPBR322, topoisomerase I e
SS3.

Como representado na Figura 10 (coluna 1), o sulforodamina utilizado
(pBR322), apresenta duas bandas marcadas no gel, a mais proéxima da aplicacdo
consiste no DNA relaxado, por ele ser maior ¢ mais pesado, fica retido proximo a
aplicacdo da amostra, pois ndo consegue passar pelas tramas do gel de agarose; o
contrario acontece com o DNA superenovelado, que por ser de volume menor, consegue

deslizar pelo gel, ficando em uma posi¢ao mais longe da aplicag@o.
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A coluna nimero 2 representa a atividade enzimatica da topoisomerase I,
destaca-se nessa area uma forte marcagdo da banda de DNA relaxado (mostrando que a
enzima estd agindo normalmente) e na banda do DNA superenrolado, essa marcacao ¢
fraca e mais alta (o enovelado fica um pouco acima). Ja na presenca do controle positivo
(irinotecan) existe a presenga de DNA relaxado, porém, na banda de DNA
superenrolado, a marcagao estéd forte, demonstrando que a substancia reagiu conforme o
esperado, ou seja, inibindo a agdo da topol.

Pode-se observar que os resultados de acdo das trés amostras testadas
apresentam somente a primeira banda marcada, indicando que nao houve uma inibi¢ao
do relaxamento do DNA, logo, ndo interferiu na ag¢do da topo I. Ao contrario, a
atividade das amostras-teste pareceu ser de sinergismo, pois apenas a banda de DNA
relaxado aparece marcada no gel (a banda de DNA superenrolado desapareceu
completamente).

A analise da atividade inibitoria de topoisomerase II por SC2, SS2 ¢ SS3 esta

apresentada na Figura 11.
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Figura 11. Gel de agarose 1% apds eletroforese em tampao TBE. Produtos da reagdo da enzima topoisomerase II
com as amostras SC2, SS2 e SS3. Em todas as colunas as amostras contém 4 pL da reag@o-teste (exceto a coluna 1,
que contém somente 0,125 ng de pBR322 — Controle negativo), 2 uL de blue juice® 10x e 2 pL de gel red. A coluna
2, contém o controle positivo com 0,125 pg de pBR322 e 7 pL de EN contendo topoisomerase II; a coluna 3 contém
0,125 pg de pBR322, etoposido e 7 uL de EN (topoisomerase 11); coluna 4 com pBR322, topoisomerase II e SC2; a
coluna 5 com pBR322, topoisomerase II e SS2 e; por ultimo, a coluna 6 contendo pBR322, topoisomerase II e SS3.




46

As amostras apresentaram diferentes maneiras de inibi¢dao da topo II. A amostra
que melhor inibiu a a¢do enzimatica foi a SS3, na sua reagdo observa-se que a banda de
DNA relaxado estd fracamente marcada, ¢ a de DNA superenrolado aparece também
marcada, se assemelhando muito ao controle positivo (etoposideo). E possivel que o
principal mecanismo intracelular que cause uma alta citotoxicidade por essa fracao seja
a inibicdo da topoisomerase II, mas ainda existem mais avaliagdes, de outros
mecanismos, que devem ser investigados, como: numero e tempo de ligacdo da
substancia ao complexo de ligagao topoisomerase II-DNA (NITISS, 2009).

A segunda melhor atividade inibitdria foi da amostra SC2 que, embora a banda
de DNA relaxado tenha aparecido fortemente marcada no gel, a banda de DNA
superenrolado também estd fortemente marcada, se assemelhando ao controle negativo
(somente o pBR322). A amostra SS2, embora tenha aparecido com a banda de DNA
relaxado fortemente marcada e a de DNA superenrolado com uma marcac¢ao mais fraca,
apresentou a atividade inibitéria da enzima, pois se comparada ao controle da topoll
(Coluna 2) - que ndo apresenta a banda de DNA superenrolado marcada, essa amostra

apresentou alguma atividade inibitoria de topo II.

A enzima topoisomerase II atua em fungdes cruciais na replicacdo celular
(replicacdo do DNA, transcricdo e segregacdo cromossomica), drogas muito utilizadas
na clinica, como doxorrubicina e o etoposideo, atuam como venenos de topoisomerase
IT (NITISS, 2009), o que indica a grande importancia do estudo de substancias que

apresentem esse mecanismo de agao.

Para as amostras que apresentaram forte atividade citotdxica, mas que nao
inibiram as topoisomerases, ¢ provavel que possam agir por outros mecanismos
intracelulares e que devem ser investigados no futuro como: inibicdo da enzima
timidilato sintase; danos ao DNA; interferéncia na expressiao de oncogenes; € genes

supressores de tumor e apoptose.

As espécies vegetais do género Selaginella podem ser importantes para a
descoberta de novos quimioterapicos; analises por meio de cromatografia liquida foram
feitas com o objetivo de identificar as moléculas presentes nas fracdes acetato de etila
das duas espécies para aprofundar os conhecimentos sobre a agdo das substancias

presentes nessas espécies vegetais (Figuras 12 e 13).



47

Absorbance, mAU

Time, min
Figura 12. Perfil cromatografico em 325 nm e espectros de absor¢do UV (240-400nm) da fragdo acetato de
ctila da espécie Selaginella sellowii Hieron. Condigdes cromatograficas: eluigdo através de sistema gradiente linear a
um fluxo de 0,8 mL/min, MeOH:4acido acético 1% (v/v, eluente B) e H,O:acido acético 1% (v/v, eluente A), inje¢ao

20 pL.

D ll'sv\fu
< i mAU 0
£100 ] = ol o B
- 7mtu = ] 8 8 o &~
q) 2 am 5: N & 5
(&) o: & i
C 1
© s ]
0 A
e
8 5& 250 350 350
< <
<
/8§
&/ &
(}7” - . A AN J - — S
T T T T ‘
0 10 20 30 40

Time, min

Figura 13. Perfil cromatografico em 325 nm e espectros de absor¢do UV (240-400nm) da fragdo acetato de
etila da espécie Selaginella convoluta (Ar.)Spring. Condi¢des cromatograficas: eluicdo através de sistema gradiente
linear a um fluxo de 0,8 mL/min, MeOH:acido acético 1% (v/v, eluente B) e H,O:4cido acético 1% (v/v, eluente A),

injecao 20 pL.

Segundo Silva et al. (1995), susbtancias como 4’,7°’-di-O-metil-amentoflavona
e 7°’-O-metil-robustoflavona, isoladas de espécies de Selaginella, mostraram-se ativas
contra células humanas tumorais de mama, intestino, colon, prostata, fibrossarcoma,

glibostoma, carcinoma epidermdide oral e leucemias. Segundo Setyawan (2011a), os
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principais metabolitos secundarios das espécies do género Selaginella sao os
flavonoides, mas as espécies desse género também apresentam alcaldides, taninos,
saponinas e terpenoides e ha ainda, a espécie S. lepidophylla que possui 6leos volateis

em sua composicao.

Os flavonoides constituem uma classe de aproximadamente quatro mil
compostos fendlicos naturais presentes em diversos vegetais e frutas consumidos na
alimentagdo humana, além de estar presente em algumas bebidas como vinho e cha
(SIWAK et al, 2013). Eles compdem o principal grupo de moléculas das plantas e,
possuem atividades bioldgicas como: antibactericidas, antialérgicas, antitromboticas,
papel na prevencdo de doencas cardiacas e cancer (BIESAGA, 2011). Essas diversas
atividades ocorrem devido a propriedades antioxidantes por apresentar habilidade em
eliminar espécies reativas ou influéncia nas reagdes de oxirreducdo; modulacdo nos
sinais de transducdo das vias de proliferacdo celular e angiogénese; influenciam em
enzimas que participam da biossintese de estrogénios e naquelas necessarias para a
ativacdo metabodlica de protooncogenes e desintoxicacdo de oncogenes (PICK et al.,
2011).

Os picos apresentados nos cromatogramas das figuras acima sdo caracteristicos
de flavonoides e foram caracterizados pelo espectro de U.V. e, segundo a
quimiotaxonomia da familia, provavelmente sdo biflavonoides. Estudos em andamento
(FISHER, A.; dados nao publicados) mostraram que a espécie S.sellowii apresentou
uma predominancia de flavonas no extrato hidroetandlico. No mesmo estudo da fra¢do
acetato de etila foram isolados os biflavonoides amentoflavona e hinokiflavona.

Devido aos flavonoides apresentarem as importantes propriedades bioldgicas ja
citadas anteriormente as duas espécies em questdo sdo promissoras no estudo anticancer
e analises mais aprofundadas no intuito de isolar as principais moléculas responsaveis

pela atividade antiproliferativa deverao ser realizadas.



49

6. CONCLUSAO

A fragdo acetato de etila de S.sellowii (SS3) apresentou a mais forte atividade
em células de carcinoma de mama (MCF-7) com ICsy de 1,81 pug/mL.

A fragdo cloroférmica (SS2), além da forte atividade em todas as linhagens
testadas, apresentou atividade proxima ao controle positivo (Doxorrubicina) em células
de leucemia mieloide cronica NCI/ADR-RES (2,62 pg/mL e 2,45 pg/mL,
respectivamente) e foi seletiva para quase todas as linhagens tumorais estudadas (exceto
para PC-3).

As fragdes cloroformicas das espécies S. convoluta (SC2) e S. sellowii (SS2) e
a fragdo acetato de etila de S.sellowii (SS3) apresentaram atividade inibitoria sobre a
enzima topoisomerase II humana.

A fragdo SS3 apresentou atividade antiproliferativa; alta seletividade em
células neoplasicas (com IS de 4 a 13,5 vezes maior em células neoplésicas do que em
células normais) e inibicao de topoisomerase II.

As espécies de Selaginella avaliadas no presente trabalho demonstraram ser

promissoras nos estudos anticancer.
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