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Extrato etandlico de acafriao (Curcuma longa L.) reduz apoptose e promove
proliferacio de células de osteossarcoma canino

Turmeric ethanol extract (Curcuma longa L.) reduces apoptosis and promotes canine osteosarcoma
cell proliferation
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Resumo

A Curcuma longa L., planta conhecida popularmente como agafrao, tem sido amplamente estudada por suas diversas propriedades
terapéuticas, incluindo a agdo antineoplasica. O extrato etandlico da planta contém diversos compostos fendlicos, com destaque
para a curcumina. O osteossarcoma ¢ um tumor 6sseo predominante em cdes e humanos, caracterizado por apresentar alto potencial
metastatico e prognostico desfavoravel. Procurou-se investigar os efeitos de diferentes concentragdes de curcumina do extrato
etanolico de agafrdo sobre células de osteossarcoma canino de cultura estabelecida. As células foram cultivadas e submetidas ao
tratamento com extrato com diferentes concentragdes de curcumina (0, 10 uM, 20 pM, 50 uM, 100 uM e 1000 pM) e tempos de
exposicdo (24h, 48h e 72h) pelo EEA. Inicialmente, foram realizados: técnica de redugdo do tetrazolio (MTT) e célculo da IC,.
Posteriormente, ap6s o tratamento com o extrato, realizou-se o ensaio de imunocitoquimica para verificar a expressdo de p53
mutada e estudar o potencial proliferativo das células malignas; Bcl-2, com intuito de averiguar o estimulo de via antiapoptotica; e
o marcador Ki-67, que sinaliza aumento no grau de malignidade. O extrato promoveu proliferagdo de células de osteossarcoma
canino, com incremento de até 3819,74% na concentra¢do de 50uM de curcumina. O composto também alterou a expressdo das
proteinas p53 mutante e Ki-67 significativamente, mas nao alterou a expressdo de Bcl-2, mostrando que ndo induziu a via
antiapoptotica mediada por esta. Estes resultados demonstram que o extrato etandlico do acafrao apresenta potencial proliferativo
sobre células de osteossarcoma canino, sugerindo a necessidade de conscientizacdo e conhecimento dos reais efeitos de
determinados compostos naturais, considerados seguros ao serem utilizados como tratamento de diversas enfermidades.
Palavras-chave: compostos naturais; D-17; neoplasias dsseas; seguranga terapéutica

Abstract

Curcuma longa L., also known as turmeric, has been widely studied for its various therapeutic properties, including antineoplastic
action. The ethanolic extract of the plant contains several phenolic compounds, especially curcumin. Osteosarcoma is a predominant
bone tumor in dogs and humans, characterized by high metastatic potential and an unfavorable prognosis. The aim of this study was
to investigate the effects of turmeric ethanol extract on canine osteosarcoma cells from established culture. The cells were cultured
and treated with different curcumin concentrations (0, 10 uM, 20 uM, 50 uM, 100 uM, and 1000 uM) and exposure times (24h, 48h,
and 72h). We first performed tetrazolium reduction technique (MTT) assay and calculated IC, . An immunocytochemistry assay was
performed after extract treatment to verify the expression of mutated p53 and therefore study the proliferative potential of malignant
cells; Bel-2 and Ki-67 were used to assess apoptosis and the degree of malignancy, respectively. The extract enhanced the
proliferation of canine osteosarcoma cells, reaching 3,819.74% at 50 pM of curcumin. The extract also significantly altered the
expression of mutated p53 and Ki-67 proteins but not that of Bcl-2, suggesting that it did not induce this antiapoptotic pathway.
Overall, these results are prerequisite to better understanding how natural compounds such as turmeric ethanolic extract affect cell
proliferation and could be used to treat various diseases.
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Introducao

Os produtos naturais derivados de plantas
destacam-se entre as fontes mais promissoras para a
produg¢do de medicamentos . O Cerrado, segundo
maior bioma do Brasil e rico em plantas utilizadas na
medicina popular, ¢ considerado um hotspot global para
a conservagdo da biodiversidade devido a sua riqueza de
espécies e rapida perda de habitats®. A disponibilidade
das plantas favorece o uso de produtos naturais como
fonte terapéutica®.

Estudos recentes apontam que 25% da prescrigdo
mundial de medicamentos ¢ derivada de plantas, e dentre
os 252 medicamentos que compdem a lista de farmacos
essenciais da Organizagdo Mundial de Satde (OMS),
11% s3o de origem totalmente vegetal®®. Embora
existam vdarias vantagens no uso de compostos
secundarios de plantas, substancias presentes em suas
composi¢des podem ser prejudiciais a saude. Ainda, a
utilizacdo de tais compostos requer estudos mais
detalhados que possam  avaliar  mecanismos
farmacoldgicos e seus possiveis efeitos deletérios?”, além
de definir qual composto de fato é responsavel por cada
acdo terapéutica, em razdo do elevado nimero de
moléculas usualmente presentes em um so extrato®?.
Conforme as condigdes de obtencdo, preparo ou
conservagdo, o produto final pode ndo representar, de
maneira fidedigna, a real composicdo fotoquimica da
planta®®,

A ctrcuma (Curcuma longa L.) pertence a familia
de Zingiberaceae, género Curcuma. E uma planta
popularmente conhecida como acgafrdo, que se
caracteriza como uma cultura de colheita abundante e
floragdo perene. Trata-se de um condimento alimentar
apreciado e amplamente utilizado no mundo por conferir
cor e sabor aos alimentos, tendo sua origem no sudeste da
Asia, nas florestas tropicais da India, maior fornecedor
mundial®'?, No Brasil, o Centro-Oeste, particularmente
a regido de Mara Rosa - GO, ¢ a que mais se destaca na
produgdo e consumo do agafro, cujo teor de curcumina,
a molécula com efeitos terapéuticos mais caracteristica
desta planta, apresenta o significativo teor médio de
6,8%19.

Os efeitos terapéuticos do acafrdo e seus
componentes curcuminoéides ja foram demonstrados em
diversos estudos, dentre eles: a reducdo da lipogénese,
acdo antipruriginosa, anti-inflamatéria, anticancerigena,
analgésica, antimicrobiana, antifingica, antiviral,
antioxidante e antineoplasica'*'®. De fato, a curcumina
tem sido amplamente utilizada e comercializada como
alternativa fitoterapica para doengas inflamatorias dsseas
em pacientes caninos'” e humanos®. Porém, ainda ha
muito a ser esclarecido acerca dos mecanismos e vias de
sinalizagdo envolvidas nas agdes celulares do acafrao.

Em experimento anterior, este mesmo grupo de
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pesquisa ja determinou que a curcumina, em sua forma
pura, promoveu atividade antitumoral em células de
osteossarcoma canino (OC) por meio de apoptose
extrinseca, ativando as vias da quinase JNK e da caspase-
3 ¢ mediada pela via de transducdo de sinal da cAMP/
AMPK. Além disso, a curcumina determinou a redugéo
da expressdo da forma mutante da proteina p53 sem
interferir na via de autofagia do AKT/mTOR"®. Todavia,
outros compostos presentes no extrato total do agafrdo,
como os fenois, possuem efeitos antioxidantes benéficos
de neutralizar radicais livres de oxigénio® e poderiam
interferir com a capacidade antiapoptotica da curcumina.

O OC ¢ uma neoplasia agressiva que representa
até 85% de todos os tumores 6sseos em cdes. A maioria
dos crescimentos tumorais se origina na regido
metafisaria dos ossos do esqueleto apendicular. Os
fatores de risco relatados para o desenvolvimento de OC
incluem sexo, raga, histéria de trauma e situagdo de
castracdo. As cadelas apresentam menor risco, enquanto
cées de ragas grandes e gigantes (> 25 kg) estdo em maior
risco. Os animais afetados geralmente apresentam
claudicagdo e inchaco, além de risco de fratura
patologica, preferencialmente no fémur. Devido a alta
taxa global de metastases, o prognostico no OC canina é
ruim. Com o tratamento consistindo em amputacdo e
quimioterapia de acompanhamento (adjuvante), o
intervalo livre de doenga e os tempos de sobrevida global
sdo tipicamente 291 e 284 dias, respectivamente. Como
as alternativas terapéuticas pouco evoluiram nas ultimas
décadas, ¢ urgente que surjam novos avangos no
tratamento do OC®?.

As mutagdes de genes supressores de tumores
estdo potencialmente relacionadas com a proliferacdo e
migracdo de células neoplasicas, ocasionando as
metastases®. Os agentes terapéuticos ideais sdo aqueles
capazes de reduzir a proliferacao e induzir apoptose nas
células tumorais, reduzindo seu potencial maligno e
favorecendo a sobrevida dos animais®.

O presente estudo teve por objetivo investigar a
acdo do extrato etandlico da Curcuma longa L. (EEA)
proveniente da regido de Mara Rosa (Goias, Brasil), em
células de osteossarcoma canino e analisar a expressdao
de biomarcadores na progressdo desta neoplasia.

Material e métodos

O experimento foi desenvolvido no Laboratoério
Multiusuario de Avaliagdo de Moléculas, Células e
Tecidos, na Escola de Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal de Goias.

Obtengdo do extrato etandlico do acgafrdo — EEA
(Curcuma longa L.)

Foi utilizado um extrato etanolico de acafrio
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preparado anteriormente em outros experimentos deste
grupo de pesquisa®. Os rizomas da Curcuma longa L.
foram provenientes da Cooperativa de Produtos do
Acafrio de Mara Rosa (Cooperagafrdo), localizada no
Municipio de Mara Rosa, estado de Goias, Brasil.

O processamento de obten¢do do extrato bruto
iniciou-se com a retirada dos rizomas da terra, com
posterior lavagem ¢ secagem em estufa para serem
processados. Posteriormente, 100 g do material seco e
triturado foi adicionado a 1000 ml de etanol absoluto,
que em seguida passou por percolagdo a frio. O
sobrenadante foi filtrado e o solvente evaporado em
rotoevaporador (IKA® RV 05 Basic)®.

Analises prévias revelaram a composi¢ao do
extrato utilizado nesta pesquisa®. O EEA apresentou
teor médio de 16,7% de curcumina em sua composicao,
conforme mensurado por cromatografia liquida de alta
pressdo (HPLC) fluorescente. O teor total de compostos
fenolicos, obtido por meio de curva padrdo de acido
galico (equivalente em 4cido galico - EAG), foi
determinado em 691,49 mg de EAG/100 g. Por meio da
medida da capacidade de descoloragdo do reagente
DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazil), obteve-se a
capacidade de o extrato de sequestrar radicais livres,
calculada com a utilizagdo de um reagente padrio
(Trolox) equivalente a vitamina E. Assim, O EEA possui
atividade antioxidante de 18,45 uM Trolox/g amostra), a
percentagem de descoloragdo do DPPH ¢ de 55% e aIC,,
(18,1 pg/mL).

O extrato bruto obtido foi armazenado em
refrigerador, com todas as etapas protegidas da
fotodegradac@o.

Cultivo celular

As células de osteossarcoma osteogénico
metastatico canino (D-17, BCRJ 0276, lote 000573,
passagem 239, espécie Canis familiaris), originarias da
ATCC (American Type Culture Collection -Manassas,
VA, USA), foram adquiridas do Banco de Células do Rio
de Janeiro (UFRJ —Rio de Janeiro, Brasil). As células
foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco
modificado de Eagle (DMEM Thermo Fischer, Waltham,
MA, EUA) enriquecido com 10% de soro fetal bovino
(SFB), penicilina e estreptomicina (10.000 U.I./ml -10
mg/ml), anfotericina B e L glutamina (todos os reagentes
da Cultilab, Campinas, Brasil) e mantidas em incubadora
umidificada a 37 °C com uma atmosfera de 5% de CO..

Ensaio da viabilidade e citotoxicidade celular

Ao término da etapa de cultivo, as células foram
quantificadas em camara de Neubauer e semeadas em
placas de 96 pogos com 200 pL. de meio DMEM, na
concentragdo de 1x10* por poco. As placas foram
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mantidas em incubadora umidificada a 37°C e atmosfera
de 5% de COa, por 24 horas. Depois, o meio foi
desprezado e os pogos tratados ou ndo com o EEA
diluido em 1% de DMSO (dimetil sulféxido). Foram
preparadas diferentes diluicdes do extrato nas
concentragdes de curcumina de 0, 10 uM, 20 uM, 50 puM,
100 uM e 1000 uM (Tabela 1), considerando a massa
molecular da curcumina (368,38g/mol) e sua a
concentracdo no EEA de 16,7%. As células foram
expostas ao EEA nos tempos de 24, 48 ou 72 horas. O
grupo controle (GC) ou negativo foi tratado unicamente
com DMSO. Os pogos foram tratados de forma aleatdria
e a técnica foi realizada em quintuplicata, com trés
experimentos independentes.

Tabela 1. Estratégia de diluicdo do extrato etandlico de acafrdo
(Curcuma longa, L.) em diferentes concentragdes molares de
curcumina, conforme opeso molecular (368,38 g/mol) e o teor
de curcumina do extrato (16,7%)?¥. DMSO - dimetil sulfoxido,
diluente do extrato bruto. DMEM - meio de cultura Dulbecco
modificado de Eagle

Solucio de Dilui¢ao

Concentra¢io de  Extrato Bruto

“ew  “p  DMsO  DMEM

(uL) (uL)

0 0 4000 6000

10 6 4000 6000

20 12 4000 6000

50 31 4000 6000

100 59 4000 6000
1000 590 4000 6000

Apbs o periodo de tratamento, realizou-se a
técnica de redugdo do sal de tetrazolio (MTT) visando
o complexo enzimatico piruvato desidrogenase,
presente na matriz de mitocondrias. O meio foi
descartado e adicionados 10ul de tetrazélio (MTT (3-
(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-diphnyl-2H-tetrazolio) em
cada poco. As placas foram incubadas por trés horas. A
fim de encerrar a reagéo, acrescentou-se S0ul de dodecil
sulfato de sodio (SDS — Vivantis Biochemical) a 10%
diluido em HCIl (0,01 N) por pogo e as placas
permaneceram incubadas por 24 horas em temperatura
ambiente. A densidade optica foi quantificada em
espectrofotometro (Awareness Technology Ine/ Stat
Fax 2100, 425 nm - 540 nm, Palm City, FL, EUA).
Utilizaram-se trés comprimentos de onda para melhor
discriminar os valores de absorbancia obtidos no
espectrofotometro, pois o tamanho das moléculas,
densidade, dilui¢do e outros fatores podem influenciar
as propriedades fisicas das amostras e, assim, interferir
diretamente no comprimento de onda ideal®®,
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A viabilidade celular foi determinada pela
equagio:
Ve =

abstrata’nentu
absconmrole

X100

onde VC ¢ a viabilidade celular ¢ abs ¢ a
absorbancia. Os dados utilizados foram provenientes de
trés estudos independentes. As comparacdes foram
conduzidas utilizando anélise de variancia e o teste de
Tukey, com nivel de 5% de significancia, software R e
pacote R easyanova, como descrito anteriormente!®,

Imunocitoquimica

As células D-17 foram semeadas em laminas de
cultura com camara Falcon™ (Corning, Glendale,
EUA), na concentragdo de 1x10% cultivadas e expostas
ao EEA por 48 horas, nas concentragoes estudadas (0,
10, 20, 50, 100 e 1000 uM). Apods este periodo, as
células foram fixadas com paraformaldeido a 4% por 30
minutos.

Todas as etapas da técnica foram executadas
utilizando-se o processador automatico Bond-Max
(Leica Biosystems, Nussloch, Alemanha), com os
reagentes: Bond Polymer Refine Detection, Bond Wash
Solution, Bond Epitope Retrieval 1, Bond Dewax
Solution e Bond Epitope Retrieval 2, Bond DAB
(cromogénio 3,3’-diaminobenzidina) e hematoxilina.
Os anticorpos utilizados foram o anti-Bcl-2, anti-p53
(SC71785 monoclonal de camundongo) e anti-Ki-67,
em dilui¢cdes de 1:500 em 1,5% de albumina sérica
bovina (BSA). Um grupo isento do anticorpo primario
foi utilizado como controle da reagéo.

Para avaliar a imunomarcacdo, foi feita a
contagem total de células em cinco campos distintos ¢ a
porcentagem de células positivas marcadas pelo
anticorpo, procedimento adaptado de Fedchenko &
Reifenrath@”. Para estabelecer o escore da intensidade
da expressdo (EIE), foi feita analise semiquantitativa as
cegas, com a utilizagdo dos escores de 0 a 3, conforme
astonalidades de uma escala colorimétrica™ (Figura 1).
A relacdo de células marcadas positivamente (RCMP)
foi calculada pela razdo entre o numero de células
marcadas e o numero total de células, multiplicado por
100. Com esse valor, atribuiram-se as categorias 0 para
0%; 1 para <1%; 2 para 1-10%, 3 para 11-33%, 4 para
34-66% e 5 para >67%. Em seguida, adotou-se o
sistema de pontuacdo combinada semiquantitativa
(SPCS), definido pelo somatério da RCMP com o EIE,
apds o calculo da média, desvio padrdo e exclusdo de
outliers. A analise estatistica foi realizada por meio da
analise de variancia e o teste Kruskal-Wallis, p <0,05,
software R® (R Core Team) e pacote R easyanova™®.
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Sem marcagdo Fraca Intermediaria Forte

0 1 2 3

Escores

Marcagdo

Figura 1. Tons de referéncia para a atribui¢do dos escores as
diferentes intensidades de marcagéo por anticorpos na analise
imunocitoquimica. Adaptado de Soares et al.!'®), sob permisséo.

Resultados
Ensaio da viabilidade e citotoxicidade celular

O experimento foi realizado com diferentes
concentragdes e tempos de exposicao para determinar se
o EEA poderia modificar a viabilidade das células D-17.
As médias dos tratamentos e os tempos de exposicao
foram comparadas, sendo possivel observar que o
composto exibiu efeito proliferativo significativo
exponencial até alcangar a concentragdo de 50 uM. Ao
ultrapassar essa concentragdo, ocorreu declinio no efeito
proliferativo, ndo havendo diferenca estatistica entre os
tempos de exposi¢do ao extrato, como evidenciado na
Tabela 2.

Tabela 2. Média dos valores de viabilidade celular obtidas
pelas médias da espectrofotometria em ondas 496, 540 e 570
nm para as células de osteossarcoma canino da linhagem
D-17, tratadas com diferentes concentragdes do extrato
etanolico de agafrdo (Curcuma longa, L.) em diferentes
tempos de exposicao

Concentracido Viabilidade Celular

Exposicao (h) (uM) (%) Tukey
24 AB 0 100 d
10 321,48 d
20 625,28 cd
50 3654,62 a
100 2097,53 b
1000 1262,41 ®
48 A 0 100 d
10 313,56 d
20 297,94 d
50 3945,09 a
100 3000,44 b
1000 1831,8 c
728 0 100 c
10 197,88 ®
20 267,97 c
50 3859,52 a
100 2672,73 b
1000 542,51 c

Este efeito pdde ser mais bem compreendido
quando se obteve uma média dos valores da
proliferagdo celular nos trés tempos experimentais em
relacdo as concentragdes utilizadas, conforme mostrado
na Tabela 3.
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Tabela 3. Média dos valores de viabilidade celular obtidos por Para possibilitar melhor compreensdo de
meio da absorbancia gerada pela média da espectrofotometria processos celulares envolvidos na progressio da
em ondas 496, 540 e 570 nm para as células de osteossarcoma viabilidade celular observada. utilizou-se a

canino da linhagem D-17, do grupo controle e tratadas com 0, . . L .
10 uM, 20 uM, 50 pM, 100 pM ou 1000 uM do extrato imunocitoquimica automatizada. No caso do Bcl-2,
i marcador anti-apoptotico, notou-se que a intensidade

de expressdo, medida por meio do SPCS de Fedchenko
& Reifenrath!?, ndo se alterou significativamente com
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Figura 2. Imagens de células de osteossarcoma canino da linhagem D-17 tratadas com diferentes concentragdes de extrato etandlico
de acafrdo (Curcuma longa, L.) e marcadas com anticorpos anti Bcl-2, Ki-67 ou p53 mutada e contra coradas com hematoxilina. Nao
ha diferenga na intensidade de marcagdo do anticorpo Bel-2. No entanto, houve aumento da intensidade de marcagéo de Ki-67 e de p53
mutada com o aumento da concentragdo do extrato, mostrando efeito positivo na progressdo da neoplasia. Imunocitoquimica
automatizada com equipamento Bond Max. As barras correspondem a 100 pm. Os escores atribuidos foram submetidos a andlise

estatistica e descritos previamente na Tabela 3.

Discussao

Neste trabalho, utilizou-se o extrato etandlico da
Curcuma longa L (acafrdo) e obtiveram-se resultados
relevantes. Além de ndo haver estudos pregressos deste
extrato sobre células de osteossarcoma canino, também
ndo héd pesquisas que mostram possiveis efeitos
proliferativos nesta ou em outra linhagem de células
cancerigenas, pois os relatos em destaque sobre extrato
etanolico da C. longa L. se referem quase exclusivamente
a seus efeitos benéficos. Este fato provavelmente esta
relacionado a baixa toxicidade da planta e seus
componentes isolados, o que € corroborado pelos relatos
de um estudo retrospectivo da toxicidade do agafrio e de
seu principal componente, a curcumina, nos quais a
administracdo em humanos de 3,6 g de curcumina por via
oral por dia durante seis meses ou de 4 g extrato de
acafrao fermentado durante 12 semanas foi segura, sem a
ocorréncia de toxicidade®®,

Em oposi¢do ao que foi descrito nesta pesquisa,
sdo0 abundantes os relatos que destacam a eficacia contra
o cancer dos constituintes do acafrdo, particularmente a
curcumina. Os resultados, em geral, t€m sido bastante
favoraveis e promissores, uma vez que, além da atividade
antiproliferativa e anticancerigena em estudos pré-
clinicos, raros efeitos adversos tem sido descritos em
células normais 39, Em contraste com os achados

citados acima, os resultados do ensaio de viabilidade
celular pela redugdo do sal de tetrazolio (Figura 2)
evidenciam o efeito proliferativo provocado pelo EEA nas
células D-17. O grupo que apresentou maior percentagem
de viabilidade celular foi o que recebeu 50 puM, tendo
havido declinio na prolifera¢do celular em concentracdes
mais elevadas. O tempo de exposicdo do extrato nao
influenciou os resultados obtidos.

Em virtude deste grupo haver relatado em trabalho
anterior que a curcumina provocou apoptose extrinseca
em células D-17"9, esperava-se neste experimento efeito
similar com o EEA em células da mesma linhagem, o que
ndo se concretizou. Ja foi descrito que a curcumina pode
induzir apoptose intrinseca e extrinseca em diferentes
linhagens de células tumorais, além de induzir a produg@o
de espécies reativas de oxigénio (ROS), o que resulta em
regulagdo positiva dos receptores de apoptose na
membrana da célula tumoral; a curcumina também pode
regular a expressdo e a atividade de p53 nativa, que inibe
a proliferacdo de células tumorais e aumenta a apoptose,
além de apresentar potente efeito inibitorio sobre a
atividade de NF-kB e COX-2, que estdo envolvidos na
superexpressdo de genes anti-apoptoticos, como Bcl-2GD,
Mais especificamente, em células de osteosarcoma
MG-63 a curcumina inibiu o crescimento e induziu a
apoptose por meio de ativagao da caspase-3 e reducgdo os
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niveis de expressdo de Bcl-2, além de haver induzido
autofagia ®?. Todavia, diante dos resultados obtidos, resta
evidente que a morte celular, em qualquer de suas formas,
ndo ocorreu de forma significativa apds a exposicdo das
c¢lulas de osteossarcoma canino ao EEA.

E importante ressaltar que, nesta pesquisa,
utilizou-se o extrato etandlico do acafrdo, que ¢
constituido por varios compostos. Embora alguns
componentes majoritarios tenham seus mecanismos
definidos, os demais produtos fitoquimicos presentes
podem apresentar mecanismos desconhecidos, que
podem exibir efeitos adversos ou toxicidade exponencial.
Ademais, ¢ prudente e razoavel considerar que pode
ocorrer entre os metabolitos do extrato a possibilidade de
sinergismo, antagonismo ou ativagao de rotas metabolicas
que ativem genes com potencial de favorecer a progressao
de neoplasias®**¥ ou apresentarem efeitos protetores as
células tumorais.

Conquanto os efeitos farmacologicos e
mecanismos de compostos isolados do agafrio sejam
predominantemente relatados como benéficos, isso nao
deve determinar que o extrato seja seguro nas mesmas
condi¢des. Os presentes resultados comprovam esta
afirmacdo, dado que o EEA causou proliferacio em
células cancerigenas, ainda que seja rico em curcumina,
composto que, isoladamente, comprovou sua eficicia
contra algumas linhagens de células de cancer pela via
apoptotica STAT3. A curcumina também inibiu a
proliferacio de modo concentragdo-dependente em
células de adenocarcinoma papilar de tireoide, apds
receberem tratamento de 0 uM, 5 pM, 10 uM, 20 uM, 40
UM e 80 puM por 24 horas.®>

Com relacdo a possibilidade de o EEA haver
apresentado efeito protetor para as células tumorais, ¢
importante salientar que a quantidade de fendis totais
presentes no extrato foi calculada em 691,49 mg de
EAG/100 g. Este grupo de pesquisa recentemente
demonstrou, em células endoteliais de coronaria humana,
o efeito protetor do extrato etandlico da casca do pequi
(Caryocar brasiliense, Camb.)®9, cujo teor total de fenois
foi calculado em 696,91 mg de EAG/100 g, ou seja, muito
similar ao do EEA utilizado no presente experimento.
Ainda que a maior quantidade de fendis no agafrdo seja
composto pelos curcuminodides, observam-se também
compostos fendlicos de comprovado poder antioxidante,
como o acido caféico, o acido cumarico e a quercitina®?,
todos presentes no extrato de pequi mencionados
anteriormente.

Os dados obtidos por imunocitoquimica
mostraram que a proteina pS53 mutante foi marcada
fortemente, especialmente no grupo tratado com 1000
pM. O mesmo aconteceu com o resultado da Ki-67. A
técnica de imunocitoquimica automatizada permitiu
avaliar a expressdo das proteinas p53, Ki-67 e Bcel-2 por
meio de contagem semiquantitativa e qualitativa, tendo
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sido validada por Fedchenko & Reifenrath e replicada
desde entdo por pesquisadores da area®’*”. Enfatiza-se
que os resultados da imunocitoquimica ndo tem objetivo
de nova contagem do total de células, mas de determinar
0 escore para o percentual de células marcadas pelos
respectivos anticorpos e inferir diferengas de expressdo
das proteinas estudadas entre os grupos experimentais.
Dessa forma, o nimero de células ndo é fator limitante
para essa andlise, mas sim o percentual marcado
positivamente e a intensidade da marcacao.

Os resultados sdo sugestivos que houve
participacdo da via de sinalizagdo da proteina p53 mutada,
marcada em todos o0s grupos experimentais, na
proliferagao celular mostrada nos resultados de MTT. \a
forma As mutagdes no gene TP53 resultam em uma
proteina p53 estruturalmente alterada, que perde sua
capacidade de reparar o DNA ou de induzir a morte da
célula tumoral®®. Sendo assim, a expressdo da forma
mutante da proteina p53 é um valioso marcador de
proliferacdo e progressdo tumoral, pois estd virtualmente
presente em todos os tipos de cancer®?.

Os resultados da expressao de Ki-67 também
reiteram o grau de malignidade das células D-17
utilizadas neste estudo. Esta proteina é um biomarcador
de referéncia do potencial de malignidade celular em
diferentes tipos de neoplasias, incluindo células de
osteossarcoma canino®”“?, Neste diapasao, validado em
trabalhos anteriores, que Ki-67 ¢ manifesto em células
malignas proliferativas, abordados nas pesquisas como
marcador nuclear.“!4?

Ja os achados em rela¢do a proteina Bcl-2 ndo
estdo em consondncia com os anteriores, pois apesar do
grupo tratado com 50 pM demonstrar uma quantidade
maior de expressdo da proteina Bel-2, sua significancia
ndo foi confirmada em anélises estatisticas, (Figura 3). E
provavel que sua expressao nao tenha sido maior devido
a mecanismos que ainda ndo estdo elucidados, mas que
pode ter relagdo com os constituintes presentes no extrato,
que exercem efeitos protetores e antiapoptdticos para as
células malignas em estudo. Bcl-2 ¢ crucial na regulacdo
da apoptose celular, pois codifica uma proteina que
integra a membrana mitocondrial e inibe a morte celular
por apoptose, além de ativar a proliferagdo celular®,

O desenlace deste estudo vai de encontro a
resultados de pesquisas com delineamentos semelhantes,
cujo objetivo foi avaliar a citotoxicidade de extratos de
outras plantas sobre células de cancer, com avaliacdo da
proliferacdo celular e expressdo de oncogenesC’#0:45:46),
Diante disso, reafirma-se a necessidade de precaugdes
quanto a utilizagdo de plantas e seus derivados, uma vez
que tais produtos t€muso amplamente difundido como
fitoterapicos, dos quais se inferem popularmente eficacia
e seguranca de forma instantdnea, pelo fato de serem
organicos e nativos. Contudo, metabdlitos de plantas
podem provocar efeitos ainda desconhecidos, como
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toxicidade subaguda e cronica, inclusive resultando em
carcinogénese®**”? ou proliferagdo de clones celulares
atipicos ja existentes, como aqui relatado.

O presente estudo ¢ o primeiro a demonstrar as
propriedades proliferativas do extrato do agafrdo sobre
células de osteossarcoma canino. Este resultado ¢
impactante e estabelece perspectivas para que mais
pesquisas com compostos naturais sejam realizadas, com
o proposito de elucidar os mecanismos de agdo e vias de
transdugdo de sinal envolvidas, visando promover maior
eficacia e segurancga no uso de plantas e seus subprodutos
com finalidade terapéutica, particularmente o agafrdo de
Mara Rosa - GO.

Conclusao

Os resultados mostraram que o tratamento de
células de osteossarcoma canino com extrato etanolico de
acafrdo resulta na proliferagdo in vitro de células de
osteossarcoma canino D-17, bem como no aumento da
expressdo de proteinas com importante participacdo na
oncogénese ¢ malignidade tumoral. Por consequéncia,
deve-se exercer extrema cautela e serem realizados mais
estudos para compreender melhor os mecanismos da
utilizag@o do acafrdo como tratamento em osteossarcoma,
tanto na espécie canina quanto em humanos.
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