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ABSTRACT

Cancer main feature is the abnormal, diffuse and uncontroled cell growth. It is the major cause of mor-
tality all over the world and, in this context, every day the number of papers reporting the importance of
screening pharmacologically active molecules derived from plants increases. Therefore, in this paper
we present a literature review on the importance of plants as source of natural products, active in com-
batingandtreating canceraswell as cultivationtechniques oftumorcellsused inthis screening process.
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INTRODUCAO

A natureza ¢ uma fonte atrativa de com-
postos farmacologicamente ativos candida-
tos ao tratamento de inumeras patologias,
devido a enorme diversidade quimica encon-
trada nos milhares de espécies de plantas, ani-
mais e microorganismos (Rocha et al., 2001).

A utilizacdo de plantas como fonte de
produtos terapéuticos acompanha a histéria da
humanidade e, apesar do interesse das institu-
icdes de pesquisa e industrias farmacéuticas
pelas modernas técnicas de sintese quimica,
os produtos naturais e, particularmente, as
plantas com propriedades medicinais, per-
manecem como uma importante fonte de
novos agentes terapéuticos contra doengas

infecciosas (fingicas oubacterianas), cancer, dis-
lipidemiaseimunomodulag¢ao(Rochaetal.,2001).

Estima-se que, aproximadamente, 25%
de todos os medicamentos modernos sdo di-
reta ou indiretamente derivados de plantas
superiores. Em alguns casos particulares,
tais como medicamentos antitumorais e an-
timicrobianos, cerca de 60% dos disponiveis
no mercado e em fase de teste clinico sdo de-
rivados de plantas (Newman et al., 2012).
De acordo com a Organizagdo Mundial de
Saude (WHO, 2010), devido a pobreza ¢ a falta
de acesso a medicina moderna, 65-80% da pop-
ulacdo mundial, que vive em paises em desen-
volvimento, depende essencialmente das plantas
para cuidados primarios de satde. Atualmente,
as grandes empresas farmacéuticas demonstram
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interesse na investigacdo de plantas superiores
como fonte de novas moléculas bioativas, bem
como, para o desenvolvimento de agentes fito-
terdpicos padronizados com eficacia, seguran-
¢a e qualidade comprovadas (Calixto, 2000).

O numero de espécies de plantas su-
periores (Angiospermas e Gymnospermas)
do planeta ¢ estimado em 300.000-500.000 e,
provavelmente apenas 20% das plantas con-
hecidas na terra, foram investigadas para os
potenciais efeitos terapéuticos, € uma por-
centagem ainda menor para uma possivel
atividade anticancerigena (Cragg et al., 2009).

O Brasil apresenta a mais diversa florado
mundo, nimero superior a 55 mil espécies de-
scritas, bem como alguns dos ecossistemas mais
ricos em nimero de espécies vegetais - a Amazo-
nia, a Mata Atlantica e o Cerrado (Ministério do
Meio Ambiente, 2012). Muitas plantas frequent-
emente utilizadas por populagdes locais ainda
ndo foram estudadas ou seus principios ativos
ainda ndo foram identificados (Pan et al., 2009).
Este trabalho tem como objetivo, uma re-
visdo da literatura sobre o potencial biotec-
noldgico das florestas brasileiras como fon-
te de farmacos propriedades antitumorais.

O CANCER

A palavra cancer vem do latim cancri,
que significa caranguejo. Este nome foi dado
a essa doenca devido a semelhanga com que
este crustaceo se adere firmemente a sua pre-
sa, assim como o tumor se adere ao local do
corpo onde se desenvolve (Bold et al., 1997).

O cancer pode ser genericamente
definido como tumor ou neoplasma. Neoplas-
ma (do grego neos — novo; e plasma — algo
formado) significa “novo crescimento” (Har-
rison et al., 2008). Neoplasia ¢ uma massa
anormal de tecido cujo crescimento excede
e ndo estd coordenada ao crescimento dos
tecidos normais e que persiste mesmo ces-
sada a causa que a provocou (Baak, 2003).

Asneoplasias sdo classificadas de acordo
com a origem embriondria dos tecidos dos quais
sdo derivados: os carcinomas sdo originarios de
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trés camadas germinativas: ectodérmica, meso-
dérmica e endodérmica. Logo, os carcinomas
com padrao microscopio de crescimento glandu-
lar s3o definidos como adenocarcinomas. Os sar-
comas sdo derivados de tecido mesenquimatoso
como o0sso, cartilagem e gordura. Os linfomas
sdo neoplasias originarias de tecido linfoide, en-
quanto que as leucemias sdo de células hemato-
poéticas de origem medular (Cotran et al., 2000).
Existem, aproximadamente, 200 tipos de canc-
er os quais correspondem aos varios tipos de
células do corpo, e diferenciam-se pela capa-
cidade de invadir tecidos e oOrgdos, vizinhos
ou distantes (Brasil, 2012; Weinberg, 2008).

A carcinogénese pode ser compreen-
dida como um processo complexo no qual se
encontram envolvidos muitos genes, particular-
mente: os que regulam a estabilidade e o rep-
aro do DNA; crescimento celular; imunidade; e
quimio-resisténcia as drogas (Weinberg, 2008).

A vida da célula normalmente necessita
da expressdo equilibrada dos genes proliferati-
vos que favorecem o desencadeamento da di-
visdo celular e da diferenciagao celular; e dos
genes antiproliferativos (supressores de tumor-
es) os quais, inibem o ciclo celular ou induzem a
morte celular programada (apoptose) (Weinberg,
2008).Sendo assim, o cancer ¢ decorrente das
transformagdes celulares que promovem a rup-
tura do equilibrio fisiologico (Medelaine, 2005).

Os fatores de risco de cancer sdo en-
contrados no ambiente ou herdados. En-
tende-se por ambiente: meio em geral (4gua,
terra e ar); ambiente ocupacional (quando
insalubre); ambiente social e cultural (estilo
e hébitos de vida); e ambiente de consumo
(alimentos, medicamentos).

As mudangas provocadas no meio ambi-
ente pelo proprio homem, os habitos e estilos de
vidaadotados pelas pessoas podem determinar os
diferentes tipos de cancer (Anthony, etal., 2008).

No Brasil, as estimativas para o ano
de 2012, validas também para o ano de 2013,
apontam que ocorrerdo 518.510 casos novos
de cancer (Brasil, 2012). Os tipos mais in-
cidentes, a excecao do cancer de pele do tipo
ndo melanoma, serdo os canceres de prostata e
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de pulmdo, no sexo masculino, ¢ de mama
e de colo do utero, no sexo feminino,
acompanhando o mesmo perfil da magni-
tude observada no mundo (Brasil, 2012).

Em 2012, sdo esperados 257.870 casos
novos, para o sexo masculino, e 260.640 para
o sexo feminino. Estima-se que os tipos de
cancer de prostata mais incidentes na populagao
brasileira serdo de prostata e de mama, respectiv-
amente nos homens (60.180 novos casos) € nas
mulheres (52.680 novos casos) (Brasil, 2012).

O crescente numero de casos novos de
cancer acelera a busca por moléculas bioativas
no combate desta doenca, neste sentido as espé-
cies vegetais disponiveis na biodiversidade das
florestas brasileiras atuam como reservatorio
de novas moléculas com potencial anticancer.

A BIODIVERSIDADE DAS
FLORESTAS BRASILEIRAS COMO FONTE
DE MOLECULAS ANTITUMORAIS

A BIODIVERSIDADE DAS FLORESTAS
BRASILEIRAS

De acordo com o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica, o Brasil possui seis bio-
mas, diferenciados basicamente pela sua vegeta-
¢do, sdo eles a Amazonia, o Cerrado, a Caatinga,
a Mata Atlantica, o Pantanal e o Pampa (IBGE,
2004). Pela maior extensdo territorial, de-
screveremos com um pouco mais de detalhes
a Amazonia, o Cerrado ¢ a Floresta Atlantica.

A Amazodnia € o maior bioma brasileiro
em extensdo e ocupa quase metade do territorio
nacional (49,29%), compreendendo a maior
reserva de diversidade biologica do mundo. A
bacia amazdnica ocupa 2/5 da América do Sul e
5% dasuperficieterrestre. Suarea, de aproxima-
damente 6,5 milhdes de quilometros quadrados,
abriga a maior rede hidrografica do planeta, que
escoa cerca de 1/5 do volume de 4gua doce do
mundo. Sessenta por cento dabaciaamazdnicase
encontra em territorio brasileiro (IBGE, 2004).
Este bioma ¢ caracterizado por uma vegeta-
¢do com diferentes complexos como a Flo-
resta Inundada, Floresta Terra firme, a Flo-
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do pasto, fruto da acdo antropica que ocupa
grande area desse bioma (Afonso et al., 2005).

Virios trabalhos concluidos na Amazo-
nia Ocidental e Central tém revelado que as flo-
restas de terra firme possuem alta diversidade
de espécies com arvores de DAP (Didmetro a
altura do peito) maiores ou iguais a 10 cm, e
grande percentual de espécies com apenas um
individuo por hectare, além de baixa similari-
dade floristica entre parcelas proximas (Camp-
bell, 1994; Valéncia et al., 1994; Amaral, 1996;
Ferreira & Prance, 1998; Lima Filho, 2001).

A fitofisionomia de um ambiente florest-
al de terra firme na Amazonia caracterizou-se
por um grande numero de arvores altas e finas,
com mais de 50% dos individuos situando-se
entre 14 e 25 m. Dos 670 espécimes amostra-
dos, 467 apresentaram DAP < 22,1 cm, per-
fazendo 70% do total. Abarema mataybifolia
(Sandw.) Barneby & Grimes, Leonia glycy-
carpa Ruiz & Pav., Swartzia reticulata Ducke
e Aspidosperma oblongum A. DC., foram as
unicas espécies a apresentarem valores superi-
ores a 90 cm de DAP. Dos individuos estudados
foram catalogados 670 individuos, distribui-
dos em 48 familias, 133 géneros e 245 espé-
cies, destacando-se pelo niimero de espécies
as familias Annonaceae, Euphorbiaceae, Faba-
ceae, Lauraceae, Lecythidaceae, Mimosaceae,
Moraceae e Sapotaceae (Oliveira et al., 2008).

O Cerrado ocupa a totalidade do Distrito
Federal, mais da metade dos estados de Goias
(97%), Maranhao (65%), Mato Grosso do Sul
(61%), Minas Gerais (57%) e Tocantins (91%),
além de porcdes de outros seis estados (IBGE,
2004). Dos aproximadamente dois milhdes de
quildmetros quadrados iniciais (25% do ter-
ritorio nacional) restam, hoje, cerca de 350.000
(Mittermeier et al., 1999). Sua vegetacao ¢ con-
siderada perenifolia. Mas no Nordeste do Bra-
sil quando os climas semi-aridos, responsaveis
vegetacdo de caatinga em faixas de solos rela-
tivamente bons, avancam sobre solos pobres
associados com vegetacdo de cerrado, as espé-
cies mais resistentes a seca da flora do cerrado
reagem contra a falta d’agua, deixando cair
suas folhas. Dai resulta um tipo de vegetacdo
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pouco comum: o cerrado caducifélio. Espécies
e solo sdo tipicos do cerrado (IBAMA, 2004).

Em uma area de Cerrado de Minas
Gerais foram notados exemplares das familias
Leguminosae e Vochysiaceae (12 e 6 espé-
cies, respectivamente), Asteraceae (4 espécies),
Bignoniaceae (4 espécies), Erythroxylaceae (4
espécies), Rubiaceae (4 espécies), Myrtaceae
(4 espécies), Melastomataceae (3 espécies),
Malpighiaceae (3 espécies), Anacardiaceae (2
espécies), Annonaceae (2 espécies) e Loga-
niaceae (2 espécies) (Balduino et al., 2005).

Em contrapartida, no municipio de
Corumba, em uma area de borda de Cerrado
foram encontradas na éarea de estudo 31 espé-
cies, distribuidas em 23 géneros e 20 fami-
lias, sendo que cerca de 65% das familias e
dos géneros foram representados por apenas
uma espécie (Lehn et al.,, 2008). A riqueza
encontrada foi considerada baixa em compa-
ragdo com outras areas de cerrado brasileiras

O bioma denominado  Floresta
Atlantica engloba vérios tipos de vegeta-
¢do (Rizzini, 1997) como florestas ombro-
fila densas ou mistas, florestas estacionais
e ecossistemas associados como restingas e
manguezais. E uma das formacdes vegetais
tropicais mais ameagadas do mundo pelo cres-
cente desmatamento (Myers et al., 2000).

Desde o inicio da coloniza¢do, com a
ocupacdo dos primeiros espacos territoriais
proximos a regido costeira, o Brasil passou
por diferentes ciclos de exploragdo como: o do
pau-brasil; da cana-de-agucar; da pecudria; do
ouro; e do café que contribuiram para a perda
da cobertura florestal. Também a industrial-
izacdo e consequente urbanizagdo com o sur-
gimento das principais cidades e metrépoles
brasileiras fizeram com que a area original-
mente ocupada pela Floresta Atlantica fosse
reduzida drasticamente (Quinet et al., 2000).

Mundialmente, apenas da década de 80
foram extintos cerca de 154 milhdes de hectares
de florestas tropicais (FAO, 1993). Na Floresta
Atlantica, possuindo altos indices de endemis-
mo (WCMC, 1992), estima-se que ocorram cer-
ca de 8000 espécies de plantas (Conservation
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International, 2012). No entanto, ainda e pouco
conhecida em relagdo a composicao floristica
€ aos processos ecologicos que envolvem suas
comunidades e populacdes. Originalmente, esta
formacgdo vegetal ocupava cerca de 1,2 milhdes
de km2,hoje ocupa apenas 7 % do territorio orig-
inal, sendo que desta area, somente 1-2 % tem
chances de ser preservada (Myers et al., 2000).

Atualmente, a Floresta Atlantica com-
preende remanescentes de cobertura florestais
bastante diversificadas na sua fisionomia e flo-
ristica. Com uma grande populacdo humana
vivendo em seu dominio, ocorre uma grande
pressdo sobre este conjunto de ecossistemas
e sua biodiversidade. Esta ocupagao desorde-
nada acaba por causar utilizagdo irracional de
recursos naturais. Dentre as principais ativi-
dades presentes hoje nesse ecossistema, resul-
tam da acdo direta do homem sobre as flores-
tas: expansdo agropecudria e urbana, inclusive
loteamentos clandestinos; empreendimentos
de infraestrutura; exploragdao predatéria de re-
cursos florestais, sendo exemplos a extragao
de madeira e o turismo desordenado; dentre
outras (Fundacdo SOS Mata Atlantica, 2012).

A variedade de clima e relevo dos
dominios da Floresta Atlantica proporciona uma
grande diversidade de ambientes e ecossistemas
complexos a ele associados, englobando a flores-
ta pluvial atlantica, a floresta estacional semide-
cidual, mangues, restingas e campos de altitude
(Mantovani 1990, Leitao-Filho 1994, Man-
tovani 1998, Ivanauskas et al. 2000, Oliveira-
Filho & Fontes 2000, Scudeller et al. 2001, Scar-
ano 2002). Tal variacao reflete em uma grande
variedade e diversidade de espécies vegetais.

Em um estudo de um remanescente flo-
restal do estado de Sao Paulo foram registra-
das 436 espécies, 74 monocotiledoneas e 362
eudicotiledoneas (incluindo os grupos para-
filéticos, conforme APG 2003), pertencentes
a 233 géneros e 90 familias, 16 de monocoti-
ledoneas e 74 de eudicotiledoneas; 17 espécies
permaneceram identificadas apenas em nivel
de familia. Oito familias mais ricas em espé-
cies, Myrtaceae (55), Rubiaceae (32), Faba-
ceae (25), Melastomataceae (23), Araceae (20),
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Araceae (20), Lauraceae, Orchidaceae e Solana-
ceae(14espéciescada),compreenderam45,2%do
total deespécieslevantadas (Zipparroetal.2005).

Outros estudos como o de Guedes-Bruni
et al. (1997) amostraram 187 espécies em 1 ha
de floresta atlantica de encosta em Macaé de
Cima — Rio de Janeiro, evidenciando o alto in-
dice de riqueza de espécies na referida floresta.

A grande diversidade vegetal dos
Biomas brasileiros faz com que as flores-
tas apresentem um potencial para extracdo de
moléculas biologicamente ativas derivadas
do metabolismo secundario vegetal, as quais
podem ser utilizadas como insumos biotec-
nologicos de baixo custo e grande abundancia.

O METABOLISMO SECUNDARIO
VEGETAL COMO FONTE DE
MOLECULAS BIOATIVAS

O metabolismo vegetal ¢ capaz de pro-
duzir moléculas de alta complexidade, partin-
do de moléculas simples como nitrogénio e
gas carbonico. A biossintese de tais moléculas
ocorre por meio de rotas metabolicas especi-
ficas, em produtos primarios ou secundarios,
que variam em concentra¢do de acordo com
as necessidades do organismo. Sendo assim:
metabolitos primarios sdo aqueles com fun-
¢oes vitais, incluem-se nesta classe: Lipidios,
proteinas, acidos nucléicos, carboidratos; e
metabolitos secundérios sdo aqueles necessari-
0s a sobrevivéncia e perpetuacdo dos organis-
mos no seu ecossistema (Simoes, et al. 2004).

A origem dos metabolitos secundari-
os inicia no metabolismo da glicose, sendo
os dois intermedidrios principais: o 4cido
chiquimico e o acetato. O 4cido chiquimico
origina os aminoacidos aromaticos, precur-
sores dos metabolitos secundarios aromaticos
(Taiz & Zeiger, 2008; Simdes, et al. 2004).
Os derivados do acetato podem ser classifi-
cados conforme as seguintes vias metaboli-
cas: Ciclo do acido citrico; Mevalon-
ato; Produtos da condensagdo do acetato
(Taiz & Zeiger, 2008; Simdes, et al. 2004).
Alguns metabolitos secundarios derivam nao
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apenas de um desses intermediarios, mas sao
resultantes da combinacao de uma unidade de
acido chiquimico e uma ou mais unidades de
acetato ou derivados deste, como € o caso das
antraquinonas, flavonoides, e taninos condensa-
dos (Taiz & Zeiger, 2008; Simdes, et al. 2004).
Os metabdlitos secunddrios sdo compostos
pouco abundantes nas plantas, isso ocorre dev-
ido baixa atividade de suas vias metabolicas,
bem como ao fato de sua estocagem ocorrer
em oOrgaos ou células especificos. Nas plantas
o metabolismo secundario ¢ ativo apenas du-
rante alguns periodos de seu desenvolvimento;
estresse nutricional e climatico; ataque de mi-
crorganismos e insetos (Simdes, et al. 2004).

Os metabolitos secunddrios tém um
papel importante na adaptagdo das plantas aos
seus ambientes, essas moléculas contribuem
para que as mesmas possam ter uma boa intera-
¢do com os diferentes ecossistemas. Os produ-
tos do metabolismo secunddrio aumentam a
probabilidade de sobrevivéncia de uma espécie,
pois sdo responsaveis por diversas atividades
biologicas com este fim, tais como: antibioti-
cos, antifingicos e antivirais atuantes na pro-
tecdo das plantas contra patdgenos; fitoalexi-
nas, apresentando atividades antigerminativas
ou toxicas a outras plantas (Simdes, et al. 2004).
Neste sentido, os objetivos da utilizacdo de
metabolitos secundéarios de origem vegetal
como agentes terapéuticos sdo: Isolar os com-
ponentes bioativos para uso direto como drogas;
Produzir compostos bioativos a partir de estru-
turas novas ou ja conhecidas para semissintese
de produtos patenteaveis com elevada atividade
e baixa toxicidade; Usar os agentes como fer-
ramentas farmacoldgicas; e usar a planta in-
teira ou parte dela como um medicamento fi-
toterapico (Fabricant & Farnsworth, 2001).
Atualmente, um grande numero de molécu-
las isoladas, bem como extratos de origem
vegetal sdo estudados quanto a sua ativi-
dade antitumoral, em varios modelos ex-
perimentais. Tais estudos colaboram com o
desenvolvimento de inumeras drogas efe-
tivas no combate e tratamento do céncer.
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AVALIACAO IN VITRO DAS
PROPRIEDADES

ANTITUMORAIS DE EXTRATOS E/OU
MOLECULAS DE ORIGEM VEGETAL

Os metabolitos secundarios de plantas
e seus derivados semi-sintéticos desempen-
ham um papel importante na quimioterapia
anticancer, sendo utilizados atualmente para
tratar alguns tipos de leucemias, linfomas e
tumores so6lidos (Chabner et al, 2005; DeVita
et al, 2008). Existem quatro principais classes
estruturais de compostos derivados de plantas
em uso clinico, alcaldides da vinca (Vinblas-
tina, vincristina, vinorelbina), os linhanos de
epipodofilotoxina (etoposideo, teniposideo,
etoposideo fosfato), os taxanos diterpenoides
(taxol, paclitaxel, docetaxel), e a camptotecina
quinolina derivada dos alcaldides (toptote-
cano, irinotecano) (Newman e Cragg, 2012).

No entanto, para alcancar a clinica
médica todos esses compostos tiveram que pas-
sar por rigorosos testes, tanto in vitro, quanto
in vivo, além de inumeros testes cllinicos e
farmacologicos, afim de obterem a aprova-
cdo pelo orgdo que regulamenta a liberagao
de drogas e alimentos nos Estados Unidos,
o FDA (Food and Drugs Admisnistration).
Todo candidato a farmaco, seja de origem
natural ou sintética, antes de chegar na cli-
nica medicinal, deve cumprir um critério tao
obvio quanto primordial: exibir um alto efei-
to benéfico com minimos efeitos colaterais
(Barreiro et al., 2002). Na clinica oncoldgica
estes farmacos devem ser altamente especi-
ficos para células tumorais, causando efeitos
minimos nas células normais do organismo.

Em uma recente revisdo, Melo e co-
laboradores fizeram um levantamento e
documentaram 84 plantas da flora brasileira
citadas como tendo atividade antitumoral.
Dessas, apenas para 36% foram realizados
estudos in vitro e/ou in vivo, e apenas 3 ex-
tratos e uma molécula estdo sendo utiliza-
dos em ensaios clinicos (Melo et. al, 2011).

De uma maneira geral, moléculas e ex-
tratos vegetais que possuam atividade antitu-
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moral devem induzir parada do ciclo celular e/
ou morte por apoptose das células tumorais.
Um dos testes mais utilizados ultimamente
para o screening inicial de drogas ¢ o ensaio de
viabilidade celular empregando o reagente MTT
(3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo
tretazolico), o qual tem se mostrado promissor
para a predicao “in vitro” de atividade bioldgica
de novos compostos frente a linhagens de célu-
las cancerigenas humanas. Neste ensaio, o sal
tetrazolico (MTT) ¢ reduzido pela succinato
desidrogenase, presente na mitocondria, for-
mando um precipitado de cor purpura, chamado
formazam, quantificado por espectrofotometria.
O resultado deste ensaio ¢ dependente da pop-
ulacdo de células metabolicamente ativas ca-
pazes de reduzir o MTT, o que reflete o estado
geral da mitocOndria e consequentemente se a
célula esta ou ndo viavel (Albrecht et al., 2004).
Apesar de importante para o fornecimento
rapido de dados em um screening inicial da
atividade de novos compostos frente a vérias
linhagens tumorais, o ensaio de MTT nao nos
da muita informagdo sobre o mecanismo de
acdo dos compostos, levando a questionamen-
tos Obvios. Esse novo composto estd matando
as células ou simplesmente causando uma
parada do ciclo celular? Se ocorrer morte ce-
lular, ¢ por apoptose ou necrose? Se for por
apoptose, qual via apoptdtica esta ativada?
Descrever todo o processo de apoptose e det-
alhar todas as formas de detec¢ado esta além do
escopo desse artigo. No entanto, a importan-
cia do processo apoptotico para terapia antitu-
moral e os principais tipos de ensaios utilizados
para detec¢do da apoptose serdo comentados.
A apoptose ¢ um processo mecanicamente ori-
entado de morte celular como resposta a estimu-
los especificos (como o fator de necrose tumoral
TNF e o ligante FAS) ou em resposta a diversas
formas de dano celular ou estresse (Smith et al.,
1994; Nagata, 1994; Gerschenson e Rotello,
1992). Esta forma de morte celular programada
recebeu maior aten¢do apos a identificagdo da
fragmentacdo do DNA, o que ndo ¢ observado
na necrose, sugerindo acdo de endonucleases e
de complexos processos bioquimicos (Hannun,
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997). A apoptose apresenta fundamental im-
portancia para o controle das neoplasias uma
vez que falhas nesse processo podem promover
a sobrevivéncia e acimulo de células transfor-
madas levando a formagao de tumores (Fischer
e Schulze-Osthoft, 2005).

Diferente da necrose, que causa respos-
tas potencialmente graves como a inflamacao,
a apoptose constitui uma forma eficiente de
morte sem comprometimento dos tecidos adja-
centes. Examinando os padrdes de ativagdo de
caspases seguido de diferentes estimulos apop-
toticos, pelo menos duas distintas vias foram
elucidadas. A via mitocondrial (via intrinseca)
e a via dos receptores de morte (via extrinse-
ca), que podem ser divididas em trés estagios:
sinalizagdo, ativagdo e execugdo (Schulze-Os-
thoff et. al., 1998; Yu & Zhang, 2003). Tanto a
via extrinseca quanto a via intrinseca de sinal-
izacdo da apoptose dependem de uma cascata
enzimdtica mediada por caspases. As caspases
(caspases 2, 3,4, 6,7, 8,9 e 10) correspondem
a uma familia de proteases sintetizadas na cé-
lula como precursores inativos, pro-caspases
(zimogénio), que apos sofrerem clivagem
proteolitica promovem a inicia¢do e regula-
¢do da via da apoptose (Yu & Zhang, 2003).

Os ensaios para detec¢ao de apoptose induzida
porcompostos podem ser divididos nos seguintes
grupos: a) Alteragdes citomorfologicas; b) En-
saios de fragmentacdo de DNA; c) Analise de
ciclo celular; d) Detecgao de caspases e libera-
¢do de citocromo c; e e) Ensaios mitocondriais.

ALTERACOES CITOMORFOLOGICAS

Visualizar alteragdes na morfologia
celular devido ao processo de apoptose ¢ um
procedimento chave para avaliar a atividade
de um novo composto. A apoptose ¢ marcada
por caracteristicas celulares especificas, quem
podem ser visualizadas por diferentes técni-
cas de microscopia. Dentre essas técnicas se
encontram a microscopia de fluorescéncia e a
microscopia eletronica de transmissdo (MET).

A microscopia de fluorescéncia utiliza
fluorocromos que se intercalam ao DNA (laranja
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de acridina e brometo de etidio). E um método
simples e preciso para se avaliar o indice de in-
ducdo de apoptose de um determinado compos-
to (Remoize et al., 1998; Nafisi et al., 2007). O
corante laranja de acridina ¢ um marcador que
permeia as células cuja integridade da membra-
na celular estd preservada. Neste método as cé-
lulas vivas apresentam nucleo verde e integro,
ja as células em apoptose primaria apresentam
o nucleo verde condensado ou fragmentado.
Como o brometo de etidio ¢ permeavel apenas
nas células que perderam a integridade da mem-
brana celular, células em apoptose secundaria
apresentam nucleo condensado ou fragmenta-
do, corado de laranja e células em necrose apre-
sentam o nucleo alaranjado, integro e volumoso
(Remoize et al., 1998). A principal desvanta-
gem desse método ¢ dificuldade de deteccgao
do processo de apoptose em fases iniciais.
MET ¢ considerado um procedimento padrdo
para confirmag¢do do processo de apoptose. Isso
porque a classificagdo de uma célula apoptotica
torna-se irrefutavel se ela possui certas caracter-
isticas morfologicas ultraestruturais, tais como:
a) nacleo eletro-denso; b) fragmentag¢do nucle-
ar; ¢) membrana celular intacta, mesmo em fase
avangada do processo apoptotico; d) Organelas
citoplasmaticas desorganizadas; e) Surgimento
de grandes vacuolos; e f) “blebs” na superficie da
membrana plasmatica. Como principais desvan-
tagens da técnica estdo o alto custo e o longo tem-
po de preparagao das amostras (Elmore, 2007).

ENSAIO DE FRAGMENTACAO DO DNA

O processo de apoptose quase sem-
pre culmina com a fragmenta¢do da molécula
de DNA por endonucleases. Sendo assim,
torna-se fundamental a detec¢do da fragmen-
tacdo do DNA como forma de confirmar a
morte celular por apoptose. Dentre as princi-
pais técnicas encontram-se a analise do pa-
drao de fragmentagdo de DNA em gel de
agarose (“DNA laddering”) e o ensaio de TU-
NEL (Terminal dUTP Nick End-Labeling).

O ensaio em gel de agarose envolve a ext-
racdo do DNA a partir de um homogenato ce-
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O ensaio em gel de agarose envolve a extra-
¢do do DNA a partir de um homogenato celu-
lar lisado seguido por eletroforese, o processo
apoptotico sera identificado pelo padrao de “es-
cada de DNA” caracteristico, com cada banda
na escada separados por aproximadamente 180
pares de bases. Esta metodologia ¢ indicada
para os tecidos e as culturas de células com el-
evado niimero de células apoptdticas. No en-
tanto, nao € recomendada nos casos com baixo
nimero de células apoptdticas. Existem outras
desvantagens para esta metodologia, como a
fragmentagdo ocorrer em uma fase tardia da
apoptose e a auséncia do padrao em escada do
DNA ndo eliminar o fato das células avaliadas
estarem sofrendo apoptose em estagio inicial.

O método de TUNEL ¢ usado para de-
tectar os produtos da clivagem por endonucle-
ases marcando o final dos fragmentos de DNA
(Kressel & Groscurth, 1994). Uma transferase
terminal ¢ usada para adicionar dUTP marcados
na extremidade 3’dos fragmentos de DNA. O
dUTP pode ser marcado com uma variedade de
sondas para permitir a detec¢do por microsco-
pia de fluorescéncia ou citometria de fluxo.

Os ensaios estdo disponiveis em Kkits
especificos vendidos por diferentes empresas.
O ensaio de TUNEL ¢ bastante sensivel, per-
mitindo a detec¢do de uma tUnica célula por
meio de microscopia de fluorescéncia ou pou-
cas células (cerca de 100 células) por meio de
citometria de fluxo. Possui a vantagem de ser
uma técnica rapida, podendo ser realizada den-
tro de, aproximadamente, 3 horas. As des-
vantagens sdo o alto custo dos kits e a falta de
exatiddo sobre quantas quebras no DNA sao
necessarias para a detecgdo por este método. O
método de TUNEL também esta sujeito a fal-
sos positivos, pois se podem detectar células
em necrose e/ou células que estdo em processo
de reparo de DNA ou em transcricdo génica.

ANALISE DE CICLO CELULAR

A avaliacdo do ciclo celular por citome-
triade fluxotem-semostradoumatécnicaseletiva
para investigacdo do mecanismo de morte celu-
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lar.Essa técnica permite identificar a distribuicao
das células durante as fases do ciclo celular. As
fases sdo distinguidas, a partir do contetido do
DNA, em fase G1, S (sintese) e G2/M. As fases
G2 e M (mitose) do ciclo celular aparecem na
mesma regido do histograma por possuirem
conteudo de DNA semelhante (Nunez, 2001).
O iodeto de propidio (PI), que se intercala ao
DNA, ¢ utilizado como marcador fluorescente
por ser estavel e de baixo custo (Rieger et al.,
2011).

Nos estagios tardios da apoptose o
DNA ¢ clivado por endonucleases em frag-
mentos de 200 pb ou multiplos. Durante o pro-
cessamento das amostras para analise do ciclo
celular as células sdo fixadas em etanol 70%,
seguida da lavagem com tampao de extracao.
Este processo remove o DNA fragmentado e
as células com baixo conteido de DNA apa-
recem na regido Sub-G1 do histograma (Gong
et al.,, 1994). As células que aparecem nessa
regido podem ser consideradas em processo
de apoptose. A principal desvantagem des-
sa técnica ¢ que células em necrose também
podem ser detectadas na regido de sub-GlI.

DETECCAO DE CASPASES

Como  mencionado  anteriormente
caspases correspondem a uma familia de
proteases sintetizadas na célula como pre-
cursores inativos ou pro-caspases, que apos
sofrerem clivagem proteolitica promovem
a iniciacdo e regulacdo da via apoptdtica.

Pelo menos 13 tipos de caspases sdo
conhecidos e podem ser detectadas utilizan-
do diferentes técnicas (Gurtu et al., 1997).

Virios kits contendo substratos para os
diferentes tipos de caspases estdo disponiveis
no mercado e a ativagdo pode ser mensu-
rada por espectrofotometria ou fluorimetria.
Caspases podem também ser detectadas por
Western Blot. Tanto anticorpos monoclonais
quanto policlonais podem ser usados para de-
teccdo de procaspases e/ou caspases ativadas.

Ambos os métodos para deteccdo da
atividade de caspases requerem a lise celular
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para libera¢do dessas enzimas no citoplasma.
Esses ensaios requerem em média 1 x 105 e
permitem uma rapida e consistente quantifica-
¢do de células em apoptose. No entanto, ape-
sar de ser um forte indicativo do processo apop
totico, a ativagdo das caspases ndo indica ne-
cessariamente que a apoptose ird ocorrer. Isso
porque existe uma grande sobreposi¢do de sub-
stratos entre os diferentes tipos de caspases, o
que acaba afetando a especificidade do ensaio.

ENSAIOS MITOCONDRIAIS

Ensaios mitocondriais ¢ a liberacao
de citocromo ¢ permitem a deteccdo de mu-
dangas na fase inicial da via intrinseca de
apoptose. Dentre os principais estdo a de-
teccdo do potencial de agdo mitocondrial,
que pode ser feito por microscopia com fo-
cal ou citometria de fluxo ¢ avaliacdo da lib-
eragdo de citocromo c realizado por ELISA.

A avaliagdo do potencial de mem-
brana mitocondrial pode ser feita utilizando
o marcador cationico lipofilico fluorescente
JC-1 (iodeto de 5.,5’, 6,6’-tetracloro- 1,1,
3,3 -tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) que
difunde livremente para o interior da célula.

Na mitocOndria, que apresenta po-
tencial de membrana normal, a carga resid-
ual negativa da matriz mitocondrial, gera-
da pelo bombeamento de protons para o
espago intermembranoso, permite o acumulo
deste fluorocromo no interior da mitocondria.

Quando a concentragdo do JC-1 se
torna elevada na matriz mitocondrial ele
forma agregados que fluorescem na regido
do vermelho. A forma monomérica do JC-1
emite fluorescéncia verde, assim, em célu-
las onde ocorreu o colapso do potencial de
membrana mitocondrial ndo ocorre a forma-
cdo de agregados de JC-1 e as células apre-
sentam citoplasma com fluorescéncia verde
(Smiley et al., 1991; Cossarizza et al., 1993).

O citometro de fluxo quantifica as cé-
lulas que possuem mitocondria normal e com
potencial de membrana alterado por meio do
detector FL1 que capta luz na regido do verde
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(510-527 nm) e do detector FL2 que capta luz
na regido do laranja (585-590 nm). O poten-
cial de membrana mitocondrial também pode
ser avaliado utilizando o corante fluorescente
Rodaminda 123. Este marcador acumula-se
seletivamente nas mitocondrias funcionais de
uma maneira dependente do potencial trans
membrana. A andlise pode ser feita por cito-
metria de fluxo, em um processo similar ao
utilizado para o marcador JC-1 ou através da
microscopia confocal (Bedner et al., 1999;).

A perda do potencial de membrana mito-
condrial ¢ um evento inicial do processo de apop-
tose que culmina com a liberagdo de citocromo
¢ no citoplasma. Por isso, torna-se importante
determinar se esta ocorrendo essa liberacao du-
rante o processo apoptotico. Varios kits de ELI-
SA disponiveis no mercado sdo suficientes para
deteccdo de citocromo ¢ nas fragdes mitocon-
drial e citoplasmatica (Waterhouse et al., 2001)
Apesar de ser uma metodologia rapida e sensivel
possui a desvantagem do elevado custo dos kits.

A apoptose ¢ um dos mais complexos
processos celulares que possui caracteristicas
morfoldgicas e bioquimicas especificas e bem
definidas. E um processo ativo, bioquimica-
mente controlado, responsavel pelo equilibrio
entre proliferacdo celular e morte celular, im-
portante para a homeostasia do organismo. A
constatacdo do mecanismo de morte celular por
apoptose ¢ crucial para o desenvolvimento de
novos compostos antitumorais e o conhecimento
das vias de sinaliza¢do da apoptose tem permit-
ido o planejamento racional de novos farmacos
anti-cancerigenos. Senso assim, como algumas
caracteristicas da apoptose e necrose acabam
se sobrepondo, o uso de vdarias técnicas inde-
pendentes somam resultados importantes para a
confirmagdo do mecanismo de morte induzido
por compostos com atividade antineoplésica.

CONSIDERACOES FINAIS

A diversidade bioldgica disponivel nas floras
brasileira destaca-se com um elevado potencial
fornecedor de moléculas bioativas, dentre eles
as que apresentam atividades sobre o cancer.
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Nesse contexto, as plantas ja proporciona-
ram ao homem vdrios farmacos ativos no
combate ao cancer, e, possivelmente, outros
serdo descobertos em screening fitoquimico
de plantas nativas das florestas brasileiras.
A 1identificacdo, extrag¢dao, isolamento e car-
acterizacdo de principios ativos vegetais com
propriedades citotoxicos a células tumorais,
mantidas em cultura, ¢ de grande interesse
clinico e farmacologico. Desta forma, estu-
dos quimicos, bioldgicos e farmacologicos
que certifiquem a eficacia terapéutica, indica-
¢oes e contra-indicagdes, toxicidade de espé-
cies vegetais da flora brasileira devem ser in-
centivados pelas autoridades governamentais.
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