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RESUMO

As cascas de Rauwolfia sellowii, Apocynaceae, conhecida como “pau-
para-tudo”, tem uso na medicina popular no tratamento de diabetes e colesterol,
além de o extrato de suas raizes ser comercializado como anti-hipertensivo.
Estudos quimicos do género Rauwolfia demonstraram que este € rico em
alcaldides inddlicos bioativos, alguns dos quais ja tendo sido identificados.
Diversos alcaldides apresentam atividade anti-tumoral e efeitos sobre células
pigmentares. O objetivo deste trabalho foi caracterizar os efeitos do extrato das
cascas de R. sellowii (ECRs) e de suas fracdes sobre a viabilidade celular e o
contetdo de melanina de células de melanoma murino (B16F10), visando indicar
futuros agentes terapéuticos contra patologias pigmentares, como por exemplo,
o melanoma. A partir do ECRs foi preparada a fracéo rica em alcaldides (FRA), a
qual foi fracionada em coluna cromatografica a vacuo obtendo-se: a fracéo
metandlica (FMeOH), a fracdo aquosa (FAQ) e o composto isolado de R. sellowii
(Rs-1). No ensaio de viabilidade celular as células foram diluidas em azul de
Trypan e contadas em hemocitdmetro. O conteddo de melanina foi determinado
utilizando-se de uma curva-padrao confeccionada a partir de concentracoes
conhecidas de melanina sintética; a absorbancia das amostras foi determinada
em espectrofotdmetro, a 490 nm. A incubacdo com os extrato/fragbes/composto
teve duragdo de 24 h. Os resultados demonstraram que o ECRs, a FRA e a
FMeOH reduziram significativamente a viabilidade das células de melanoma
murino, nas concentracdes de 0,1 a 10 mg/mL (p<0,001). A FMeOH também
reduziu significativamente a viabilidade celular nas concentragbes de 50 e 100
ng/mL (p<0,001). A FRA na concentracéo de 10 mg/mL e a FMeOH em todas as
concentracdes testadas também aumentaram significativamente o conteddo de
melanina das células B16F10 apés o tratamento (p<0,001). Em conclusao, o
ECRs, a FRA e a FMeOH mostraram-se citotoxicos e, as duas ultimas fracoes,
hipermelanogénicas sobre as células, sugerindo que os alcalbides presentes no
extrato e/ou nas fracdes das cascas de R. sellowii podem ser as substancias
responsaveis pelos efeitos bioldgicos aqui observados e que 0s mesmos
alcaldides apresentariam potencial na terapéutica do melanoma.

Palavras-chave: Rauwolfia sellowii; Apocynaceae; alcaldides; melanoma;
B16F10; efeito citotoxico; viabilidade celular; conteido de melanina.
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ABSTRACT

Barks of Rauwolfia sellowii, Apocynaceae, a plant popularly known as
“pau-para-tudo” are commonly used in folk medicine for the treatment of diabetes
melltus and high plasma cholesterol. Root extracts have also been
commercialized for their antihypertensive properties. Chemical studies have
identified several bioactive indole alkaloids in species of the genus Rauwolfia,
reported to have activity against cancer and pigment cells. The aim of this work
was to characterize the effects of bark extract of R. sellowii (BERs) and its
fractions on cellular viability and melanin content of mouse melanoma cells
(B16F10). The long-term goal was to obtain new therapeutic agents that can be
used against pigmentation disorders such as, for example, melanomas. BERSs
were used to prepare an alkaloid rich fraction (AIkF), which was fractionated
using a vacuum cromatography column. Several fractions were thus obtained: a
methanolic fraction (MeOHF), an aqueous fraction (AqF), and the isolated
compound of R. sellowii (Rs-1). Cellular viability was quantified using a cell
counter in the presence of Trypan Blue. Melanin content was determined using a
standard curve with known concentrations of synthetic melanin; absorbance of
the samples was determined in a spectrophometer at 490 nm. The period of
treatment with the extract/fractions/compound was 24 h. The results showed
significant decrease in B16F10 cell viability by 0.1 — 10 mg/mL BERs, AIKF and
MeOHF (p<0.001). The MeOHF showed significant decrease in cell viability by
50 and 100 ng/mL (p<0,001). The 10 mg/mL dose of AlkF and all doses of
MeOHF fractions also induced a significant increase in the melanin content of
treated B16F10 cells (p<0.001). In conclusion, BERs, AlkF, and MeOHF showed
cytotoxic effects, and AlkF and MeOHF, hypermelanogenic effects on cells,
suggesting that the alkaloids in the extract and/or in the fractions from bark of R.
selowii may be inducing the biological effects observed and may be considered
as promising candidates for the treatment of melanoma.

Key words: Rauwolfia sellowii; Apocynaceae; alkaloids; melanoma; B16F10;
cytotoxic effect; cell viability; melanin content.
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1. INTRODUGCAO

1.1 AFITOTERAPIA

Os produtos naturais sao utilizados pela humanidade desde tempos imemoriais.
A busca por alivio e cura de doencas pela ingestdo de ervas e folhas com finalidade
terapéutica talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizagdo dos produtos
naturais, portanto, a fitoterapia é valorizada por ser um processo histérico. Atualmente
ela é amplamente utilizada, pois as plantas encontram-se distribuidas no ambiente e
isso representa facilidade para aquisicdo (BARTON & OLLIS, 1986). Além disso, 0s
medicamentos sintéticos podem ser mais agressivos ao organismo, causar maiores
efeitos colaterais, sem contar o alto custo aquisitivo. Assim diversos profissionais
desenvolvem pesquisas multidisciplinares para que se faga possivel uma utilizagédo
racional das plantas medicinais presentes na vasta flora brasileira (MILLS & BONE,
2000).

No Parana, nos ultimos dez anos, as principais instituicbes de ensino tém
contribuido para as pesquisas nesta area e a atividade biolégica de plantas medicinais,
constitui-se na area mais pesquisada (CORREA Jr. et al., 2004). Dessa forma, por
varios anos, os produtos naturais tém representado um importante recurso para a
descoberta de drogas com potencial de aplicacdo no tratamento de doencas
contemporaneas que afligem os humanos; em particular, o cancer. Plantas e drogas
delas derivadas, por exemplo, podem ser utilizadas na quimioterapia para esta e no
combate a outras doencas (MILLS & BONE, 2000). Mesmo assim, ainda é baixo o
namero de patentes registradas e de produtos resultantes de plantas medicinais, tendo
em vista a imensa biodiversidade da flora de nosso pais. Dentre os motivos para isto
estaria a necessidade de ampliar ainda mais a pesquisa e 0 investimento em
determinadas plantas com potencial para o desenvolvimento de fitoterapicos (CORREA
Jr. et al., 2004).

A industria de fitoterapicos vem crescendo rapidamente. As taxas de crescimento
anuais atingem entre 10 a 20% na maior parte dos paises, sendo os maiores indices
aqueles dos Estados Unidos da Ameérica (KATE & LAIRD, 1999). A Europa também &
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bastante representativa no mercado global de fitoterapicos, respondendo por
aproximadamente metade das vendas registradas no mundo. Nessa regidao, 0s
medicamentos de origem vegetal distribuem-se pelas principais categorias terapéuticas,
como por exemplo, tonicos, digestivos, sedativos e produtos uso tépico para os tratos
respiratério e cardiovascular (FERREIRA, 1998).

JOFFE & THOMAS (1989) definem o termo “megadiversidade”, um atributo dado
a sete paises, incluindo o Brasil, que detém, em conjunto, 50% das espécies vegetais
do planeta. Os demais paises, também da América do Sul, sdo: Coléombia, México,
Zaire, Madagascar, Indonésia e Australia. A localizacdo destes paises detentores de
tamanha biodiversidade torna facil compreender por que os tropicos sdo o foco de
perspectiva da descoberta de novas drogas de origem vegetal.

A extensdo do territério brasileiro e as dificuldades de acesso dela resultantes
acabam dificultando que todos os grupos humanos que ocupam esse territério sejam
contemplados pelo atendimento promovido pela rede publica de saude. Este isolamento
geogréfico termina contribuindo para o fortalecimento da medicina popular local, porque
a selecéo improvisada de um recurso natural pode vir a ser estimulada por uma nova
doenca local e resultar na descoberta de um novo potencial medicamento. Por esta
razdo e pelo fato de estar entre os sete paises denominados “megadiversidades”, o
Brasil deveria priorizar a investigacao farmacoldgica de novas drogas e a realizagdo de
pesquisas que resgatassem o conhecimento popular/indigena e os relacionasse aos
recursos genéticos vegetais ainda desconhecidos (JOFFE & THOMAS, 1989).

Recentemente, apesar de varias drogas classicas derivadas de plantas terem
sido substituidas pelos farmacos de origem sintética, outras tém surgido e recebido
atencdo especial e prestigio terapéutico. Um indicio do renascimento de farmacos
derivados de fontes vegetais é a grande quantidade e progresso da pesquisa clinica,
especialmente no campo dos agentes anticancerigenos, onde podem ser citados o
taxol, a podofilotoxina e a camptotecina, bem como dos antimalaricos, como por
exemplo, a artemisinina. Também merece destague o psolareno, uma cumarina isolada
de Psorelea corylifolia, que tem emprego contra o vitiligo, sindrome para a qual ainda
se busca a cura efetiva (KINGHORN & BALADRIN, 1993; KINGHORN, 1996).
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Mas talvez a mais expressiva descoberta de farmacos de fonte vegetal seja a
dos alcaléides da vinca (Catharanthus roseus, Apocynaceae): a vincristina e a
vinblastina. Estes alcaldides séo utilizados em todo o mundo, sendo a vincristina usada
no tratamento de cancer de pele e em outras patologias ndo cancerosas, enquanto a
vinblastina, nos casos de cancer de mama, testiculo, pele e linfoma. Até o momento,
foram isolados cerca de 80 alcaldides desta espécie, mas o0s dois principios ativos
ocorrem em concentragcdes muito baixas. Isto torna necessario cerca de 250 kg de talos
floridos para a obtenc&o de uma dose de 500 mg dos mesmos (TYLER, 1999).

Apos a descoberta desses alcaldides, a busca de novos farmacos a partir de
fonte natural foi intensificada. No entanto, quando tais substancias ocorrem em
concentracdes muito baixas nos vegetais, os farmacos correspondentes irdo possuir
altos valores comerciais no mercado (DAVID et al., 2004). Por outro lado algumas
substancias podem ser encontradas em numerosas fontes botanicas, como o acido
betulinico, um derivado vegetal que possui inUmeras propriedades farmacolégicas,
inclusive, atividade anti-tumoral contra diferentes linhagens de cancer. Seu precursor é
a betulina, encontrada em altas quantidades em algumas espécies, chegando a
constituir, por exemplo, cerca de 22% da casca de Betula alba (KESSLER et al., 2006).

A eficacia da quimioterapia na maioria dos tipos de cancer melhorou nas ultimas
décadas, entretanto os efeitos colaterais toxicos decorrentes deste tratamento causam
severa reducao da qualidade de vida. Portanto, o desenvolvimento de novas drogas
nao toéxicas continua sendo um desafio e algumas drogas anti-cancer derivadas de
vegetais teriam menores efeitos toxicos contra tecidos saudaveis (KESSLER et al.,
2006; SUFFREDINI et al., 2006).

Em células de melanoma B16F10, o taxol e a camptotecina (substancias de
origem vegetal) inibiram a migracdo e a adesao celular (WANG et al., 2003). Ainda
nestas células, a vincristina, um dos ja citados alcaldides da vinca, pode mediar a
expressao de um supressor de tumor, a proteina p53, a qual inibiria a expressao de
tubulinas. Outro alcaléide da vinca, a vinblastina, também ja foi utilizado como um novo
adjuvante na quimioterapia combinada contra o0 melanoma maligno de estagio Il (ARAI
et al., 2006).
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Entretanto, ndo foram encontrados estudos cientificos anteriores sobre possiveis
efeitos de extratos brutos de Rauwolfia sellowii em melanoma, o que reafirma a

relevancia de que estes efeitos sejam investigados.

1.2 MELANOCITOS, MELANOGENESE E SUAS PATOLOGIAS

A homeostase da pele € mantida por interagBes dinamicas entre os diversos
tipos celulares ai encontrados: melandcitos, queratinécitos, fibroblastos, células
endoteliais, células imunocompetentes e matriz extracelular. Dentre estes, 0s
melandcitos sdo células pigmentares de origem neuroectodérmica, contém melanina e
se localizam nas camadas (basal e espinhosa) mais profundas da epiderme (BAGNARA
& HADLEY, 1973; HADLEY, 1996; KWAN & MIHM Jr., 1983).

A melanina é um biopolimero heterogéneo de estrutura complexa (SANCHEZ-
FERRER et al., 1995), composta por varios tipos diferentes de monémeros que sao
conectados através de fortes ligagbes carbono-carbono. Isto torna a caracterizagdo
sisteméatica das melaninas muito dificil (ITO et al., 2000), embora elas se constituam no
principal pigmento presente nas estruturas tegumentares dos vertebrados (RILEY,
1997).

A melanina é um biopolimero produzido no interior dos melanossomos, granulos
de pigmentos liberados pelos melandcitos, para os queratindcitos circundantes. O
conjunto dessas células epidérmicas (trinta e seis queratinécitos) associadas a um
melandcito constitui uma unidade epidérmica de pigmentacao (HADLEY, 1996).

Esse biopolimero possui varias funcdes bioldgicas facultativas. Nos humanos,
acredita-se que a melanina exerca um papel fotoprotetor e genoprotetor de células
expostas a radiacdo com energia suficiente para gerar algum tipo de dano no material
genético (RILEY, 1997). A pigmentacdo na pele pode diminuir em 50% o risco de
desenvolvimento de alguns tipos de carcinoma e em cerca de 12%, o de melanoma
maligno, havendo uma forte correlacdo inversa entre o fendtipo pigmentado e a
incidéncia de cancer de pele. Em areas equatoriais, inclusive, a hipopigmentac¢do pode
ser uma doencga letal (ANDRADE, 2003).
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O processo de melanogénese (FIGURA 1) foi bem estudado em mamiferos e
ocorre com a participagdo da enzima tirosinase (monofenol oxigénio redutase), uma
glicoproteina que requer cobre como co-fator (MISHIMA, 1992). O gene da tirosinase
esta localizado no cromossomo 7 no camundongo (locus albino) e no cromossomo 11
no homem. A tirosinase é sintetizada como uma proteina de 55 kDa, mas o peso
molecular da proteina madura é de cerca de 65-75 kDa (MARMOL e BEERMANN,
1996), visto a mesma ser passivel de glicosilacdo no complexo de Golgi. Assim ao final
de sua sintese, existem diferentes formas da enzima (T, T, e T3), em funcdo da gradual
adicdo de moléculas de carboidratos a sua estrutura. Estas moléculas podem estar
relacionadas com a sinalizacdo do transporte intracelular da tirosinase (MISHIMA,
1992).

Essa enzima tem uma importante participacdo na melanogénese, pois catalisa 0s
dois primeiros passos do processo. Primeiro, devido a acdo da tirosinase, a L-tirosina €
transformada em 3,4-diidroxifenilanina (L-DOPA). Em seguida, ocorre a desidrogenacdo
desta produzindo a DOPA-quinona. Ha a possibilidade das distintas acfes cataliticas
estarem relacionadas a presenca de dois sitios ativos na enzima, um com funcéo
tirosina-hidroxilase e outro, DOPA-oxidase (PROTA, 1993).

As etapas subsequentes da melanogénese culminam na ligagdo oxidativa dos
varios intermediarios inddlicos, o que origina um polimero insolluvel. Para tanto atuam,
dentre outras possiveis, duas proteinas relacionadas a tirosinase, a TRP1 e a TRP2
(dopacromo-tautomerase). Estas e a tirosinase possuem cerca de 40% de homologia
em sua estrutura primaria (JACKSON et al., 1994). O gene da TRP-1 esta localizado no
cromossomo 4 (locus brown) no camundongo e no cromossomo 9 humano e a proteina
madura glicosilada tem um peso molecular de cerca de 75 kDa. Idem para a TRP-2,
cujo gene esta localizado no cromossomo 14 (locus slaty) do camundongo e no
cromossomo 13 humano (MARMOL e BEERMANN, 1996).
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FIGURA 1 - Via de melanogénese. Setas tracejadas indicam etapas da sintese resumidas ou
gue ndo sdo completamente conhecidas (FONTE: modificado de WAKAMATSU & ITO, 2002).

Sao0 dois os tipos de melanina produzidos, quimicamente distintos: (1) a
eumelanina, de peso molecular variavel, levemente sollvel ou insoltvel, de cor preta a
marrom, apresentando baixo conteudo sulfidrilico e cujo processo de sintese gera sub-
produtos toxicos; (2) a feomelanina, de baixo peso molecular, alcalino solavel, de cor
amarela a marrom-avermelhada, com alto conteddo sulfidrilico e cuja sintese
praticamente ndo gera sub-produtos téxicos (HEARING, 2000; PROTA, 1993).

A via de sintese de ambas € comum nas primeiras etapas, até a formacdo de
DOPAquinona. Contudo, no interior de melanossomos com alto conteudo sulfidrilico
ocorre a feomelanogénese e, naqueles com baixo conteddo sulfidrilico, a
eumelanogénese, na qual a maior parte da DOPAquinona sofre um processo de
endociclizagdo espontédnea a leucoDOPAcromo. Este €, entdo, rapidamente oxidado a
DOPAcromo, o qual, pela acdo catalitica da TRP-2 ou DOPAcromo-tautomerase, sofre
um rearranjo e origina o 5-6-dihidroxindol 2-acido carboxilico (DHICA), embora possam
ocorrer também descarboxilagfes esponténeas levando a formacéo de 5,6-dihidroxindol
(DHI) (PROTA, 1993; RILEY, 1997). Assim a eumelanina pode ser sub-classificada em:

6
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DHICA melanina, de baixo peso molecular, cor marrom e relativa solubilidade e DHI
melanina, de alto peso molecular, cor preta e praticamente insoluvel (HEARING, 2000).

Os melanossomos, vesiculas nas quais ocorre a melanogénese, passam por
diversos estagios de maturacdo. Recentemente, foi proposto que o estagio | dos
melanossomos é comum na eu- e feomelanogénese e derivado de endossomos tardios.
Nos estagios subsequentes, na eumelanogénese, os melanossomos exibem forma de
elipse, contém filamentos e/ou lamelas bem organizadas (estagio Il), tornam-se elétron-
densos devido a deposicdo de melanina (estégio Ill) e amorfos quando completamente
maduros (estagio 1V). Por outro lado, os feomelanossomos sdo sempre esféricos e
contém somente material granular em todos os quatro estdgios de maturagéo.
Enquanto a tirosinase atua na biogénese tanto dos eu- quanto dos feomelanossomos,
TRP-1 e TRP-2 séo expressas exclusivamente nos eumelanossomos (JIMBOW et al.,
2000).

O melanossomo contém ainda proteinas estruturais, de matriz e de membrana,
tendo sido identificadas duas delas, as quais sédo codificadas pelo I6cus silver e pinked-
eyed dilution de camundongos. A proteina pink ou proteina p € uma proteina de
membrana melanossomal que faz o transporte de anions (Cl-, SO42- ou HCO3") para
compensar 0 balanco eletrogénico de protons e garantir a acidificacdo dos
melanossomos, fundamental para a sintese de melanina (BRILLIANT, 2001). J4 a
proteina silver € uma proteina interna da matriz melanossémica que se relaciona a
polimerizacéo dos intermediarios melanogénicos, servindo, talvez, como uma superficie
para ancoragem (OZEKI et al., 1996).

Embora o nimero de melanécitos seja aproximadamente igual nas diferentes
racas humanas, as diferencas de cor de pele existentes sdo devidas a maior ou menor
producdo de pigmento (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1974). A quantidade de melanina
produzida pela pele esta principalmente sob o controle do horménio estimulante de
melandcitos — alfa (a-MSH), que estimula ndo s6 a melanogénese, como também a
proliferacdo de melandcitos (HADLEY, 1988). Este hormdnio, produzido na pars
intermedia da glandula hipofise, parece ser uma melanotropina fisiologicamente
relevante no controle do processo de mudanca de cor em praticamente todos o0s

vertebrados. No homem adulto, que ndo possui a pars intermédia da hipofise, o a-MSH
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€ produzido localmente na pele (acbes paracrina e autécrina) pelas células de
Langerhans, queratindcitos e pelos préprios melanécitos. Esse horménio é um
tridecapeptideo linear e faz parte da porcdo inicial da molécula do hormdnio
adrenocorticotrofico (ACTH), ambos derivados do mesmo precursor, a pro-
opiomelanocortina (POMC). O mecanismo de ag¢do de a-MSH envolve aumento de
niveis intracelulares de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) (HADLEY, 1996) e,
em melandcitos de mamiferos, também a estimulagédo da via das proteinas quinases C
(PKCs) (GORDON & GILCHREST, 1989). Assim sinais extracelulares, como por
exemplo, a radiacdo UV ou o hormoénio a-MSH levam a um aumento nos niveis de
AMP., o que culmina com ativacdo de PKA, estimulacdo de MITF e aumento da
expressao de tirosinase (LEE et al., 2007). Por esse efeito classico indutor da
melanogénese do horménio a-MSH, esta substancia pode ser usada como referéncia
ou controle positivo na indugdo de resposta hipermelanogénica (OHGUCHI et al.,
2006).

Outro horménio paracrino relevante é a endotelina-1 (ET-1), um peptideo de 21
aminoacidos que pode estimular a proliferagédo, a quimiotaxia e a producéo de pigmento
em células melanociticas. Queratindcitos humanos sintetizam e secretam ET-1, o que
pode ser estimulado pela luz UVB e mediado por interleucinas. Este horménio, por sua
vez, aumenta a proliferacdo e afeta a melanogénese nos melandcitos humanos
(IMOKAWA et al., 1992; TADA et al., 1998). Estudos recentes demonstraram, ainda,
gue em lesdes de pele hiperpigmentadas, chamadas de lentigo, havia superexpressao
de ET-1 e de seu receptor ETg. Assim as lesdes progrediam para nevus e melanomas
malignos, sugerindo que este receptor e seu ligante, a ET-1, estariam ligados a
progressao tumoral (KADONO et al.,, 2001). Dessa forma, alguns antagonistas de
receptores de ETs apresentaram efeito anti-melanoma, podendo até mesmo tornarem-
se futuros agentes quimioterapicos (LAHAV et al., 1999).

Além do a-MSH e das endotelinas, varios outros fatores podem atuar
estimulando melanécitos, como por exemplo, o fator de crescimento de células tronco
(Fator Steel ou Stem Cell Factor — SCF). Este pode atuar sinergicamente com a ET-3
induzindo a proliferacdo e a diferenciacdo de melanoblastos a partir de células da crista

neural. Os efeitos mitogénicos de ET e SCF em melandcitos humanos parecem ser a
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partir da ativacao intracelular de PKC pelas ETs, mas também envolvem a ativagédo de
proteina Ras, a qual, por sua vez, ativaria Raf-1, e esta, ao final, outras proteinas
guinases ativadas por mitdgenos (MAPKs) (IMOKAWA et al., 2000; KOBAYASHI et al.,
2002).

Dentre as inUmeras doencas que afetam a pele existem também as desordens
de pigmentacdo. Estas, por sua vez, podem estar relacionadas a um aumento
(hiperpigmentacéo) ou a uma reducéo (hipopigmentacdo) da quantidade de melanina
na pele (KWAM & MIHM, 1983).

Por outro lado, os distarbios de hipopigmentagdo podem ser classificados em
difusos ou localizados. O albinismo oculocutdaneo é o exemplo mais comum de
hipopigmentacao difusa, e é resultante de uma alteracdo genética levando a depressao
na atividade da tirosinase. O vitiligo (leucodermia associada a auséncia de melandcitos
e caracterizada por manchas despigmentadas na pele) pode ser difuso, chamado de
generalizado, ou localizado. No vitiligo generalizado ndo ha melanécitos na pele afetada
(LAWLEY & YANCEY,1995). Dentre os distarbios de hipopigmentacéo localizados, os
tipos mais comuns sao: vitiligo, leucodermia quimica (manchas despigmentadas
originadas por produtos quimicos), piebaldismo (um tipo de albinismo parcial), nevus
acromico (hipomelanose circunscrita e estavel presente desde o nascimento), micoses
e hipomelanoses pos-inflamatorias (LAWLEY & YANCEY, 1995).

Os disturbios de hiperpigmentacdo incluem os nevus (manchas ou placas
castanhas presentes em quase todos os individuos, normalmente benignos), o lentigo
(maculas pequenas castanho-escuras ou pretas, benignas e comuns na infancia),
sardas (hiperpigmentacdo da camada basal, benignas e que podem escurecer apos a
exposicao a luz ultravioleta), o melanoma maligno (lesdo maligna fatal), dentre outros
(KWAM & MIHM, 1983).

Durante o processo de transformacdo dos melandcitos e progressao das células
de melanoma ocorrem interagdes reciprocas entre as células neoplasicas e as células
adjacentes normais. Conseqlentemente, as células normais delimitam as
caracteristicas agressivas do melanoma (MEIER et al., 1998).

Até hoje os mecanismos patogénicos que levam ao surgimento do melanoma

ainda nado foram totalmente elucidados. Estudos epidemiolégicos mostram que a
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exposicdo ao sol é o fator ambiental mais importante envolvido no surgimento de
melanoma cutaneo maligno na populacdo humana, embora o papel especifico da
radiagdo solar na génese desse tumor ainda esteja em estudo. Além disso, fatores
genéticos também estdo envolvidos na génese do mesmo (ANDRADE, 2003).

Os canceres originados de diferentes tipos celulares séo, geralmente, patologias
muito diversas. Alguns podem ser apenas localmente invasivos, no entanto, o
melanoma, se ndo for rapidamente removido, € altamente maligno e, produz
metastases, resgatando a tendéncia migratéria exibida pelos melanoblastos,
precursores dos melanécitos durante o desenvolvimento. Dessa maneira, uma vez
tenha feito grande numero de metastases, o melanoma maligno é freqliientemente
impossivel de ser eliminado e, consequentemente, fatal (ALBERTS et al., 2006). A
metastase, a maior causa de mortalidade do cancer, € um fendmeno complexo em que
as células do tumor invadem os tecidos adjacentes, penetram nos vasos sanguineos e
formam tumores secundarios em sitios distantes (ITOH et al., 2005).

Histologicamente, as lesdes de pele podem ser classificadas de acordo com seu
grau de desenvolvimento e progressado. A classe | representa o0 nevus precursor, cuja
transformacédo maligna é rara. No entanto, em 20 a 40% dos casos de melanoma
maligno, existe a evidéncia histoldgica de um nevus associado (KWAM & MIHM, 1983).
Na classe Il estdo as lesdes intermediarias nas quais as células melanociticas
encontram-se confinadas a epiderme - 0s melanomas in situ - ou com microinvasdes na
derme - os melanomas invasivos na fase RGP (radial growth phase) - onde ocorre
disseminacdo lateral. A classe Il compreende os melanomas tumorigénicos VGP
(vertical growth phase), onde ocorre a invasdo dérmica ou o crescimento vertical que
levara a metastase (MEIER, 1998).

O melanoma maligno, por sua vez, nem sempre se apresenta pigmentado.
Pacientes que apresentam lentigo maligno e optam pela excisdo cirdrgica dos sitios
afetados, podem, apds a retirada, desenvolver o lentigo amelandético melanoma maligno
(ALMM), o qual tem progressado clinica similar a de um melanoma maligno, mas é
despigmentado (MCKENNA et al.,, 2000). ZHANG e col. (2006) observaram que
injecbes subcutdneas de células de melanoma K-1735 na lingua de camundongos

produziram tumores amelandticos, mas injecdes nas veias da cauda e na artéria
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cardtida levaram ao surgimento de tumores melanéticos no cérebro. Dessa forma
suple-se que 0 cérebro expressaria alguns genes envolvidos na melanogénese e,
portanto, as células que invadiram este 6rgéo, oriundas da circulagcéo, encontrariam, ali,

um microambiente favoravel para desenvolver metastases melanéticas.

1.3SUBSTANCIAS VEGETAIS E CELULAS PIGMENTARES

As células de melanoma podem ser facilmente mantidas em cultura devido a sua
alta capacidade proliferativa. Assim, elas também se constituem em um excelente
modelo para estudar a fisiologia das células pigmentares, inclusive no que diz respeito
a resposta destas a fitoterapicos (LEAL et al., 2003). Muitos trabalhos tém descrito a
utilizagdo da medicina popular e extratos vegetais aumentando a resposta anti-tumoral
in vivo e in vitro e inmeras plantas apresentam potencial para originar novos agentes
similares (JIN et al., 2002).

Culturas de células de melanoma humano SK-Mel 28 e C32TG, por exemplo,
foram utilizadas para elucidar o mecanismo de acdo do 8-metdxi-psoraleno (8-MOP),
substancia de origem vegetal que costuma ser empregada no tratamento fotoquimico
do vitiligo e da psoriase (doenca genética que causa o0 aparecimento de lesdes
vermelhas e descamativas) (SAMPAIO et al., 1989). Neste estudo foi demonstrada a
acdo mitogénica (24h de incubacgéo) e as acdes anti-proliferativa e melanogénica (72h
de incubacdo) desta substancia, a qual apresenta, portanto, além do efeito
melanogénico, um efeito bifasico sobre a proliferacdo (ISOLDI et al., 2004).

O extrato do fruto de Piper nigrum e seu principal alcaldide, a piperina, também
apresentam potencial para o tratamento do vitiligo, uma vez que foram testados em
cultura de melandcitos normais de camundongo da linhagem Melan-a e estimularam a
proliferacéo destas células (LIN et al., 1999).

Por outro lado, foi avaliada a atividade anti-tumoral de extratos obtidos de
espécies vegetais como o Zingiber officinale Roscoe e a Curcuma longa L., sobre nove
linhagens celulares tumorais humanas em cultura, incluindo o melanoma UACCG62. Os

extratos reduziram a proliferacdo de diferentes linhagens celulares (LEAL et al., 2003).
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Vérios outros compostos de origem vegetal ja foram testados quanto a sua
eficacia frente ao melanoma. Por exemplo, a espécie vegetal Doliocarpus schottianus,
apresenta os acidos betulinico e betuldnico (OLIVEIRA et al., 2002), derivados da
betulina, que também reduzem a proliferacao de linhagens de melanoma humano (KIM
et al., 1998; PISHA et al., 1995). Além disso, em outras linhagens testadas, o acido
betulinico também reduziu a formacao de colénias dos tumores com maior ocorréncia
na populacdo, como por exemplo, os de pulmdo, mama, prostata e cervical. O &cido
ainda apresentou baixa toxicidade in vitro para tecidos saudaveis, sugerindo uma
possivel aplicacdo dessa substancia como agente quimioterapico (KESSLER et al.,
2006).

Por sua vez, os alcaldides criptolepina, matadina e serpentina, isolados de raizes
das espécies africanas Cryptolepis sanguinolenta, Strychnos gossweileri e Rauwolfia
serpentina, respectivamente, apresentaram atividade citotoxica sobre as células de
melanoma murino B16F10. Os alcaldides ligaram-se firmemente ao DNA, estabilizaram
0 complexo covalente topoisomerase II-DNA e estimularam o corte do DNA por esta
enzima. Este estudo sugeriu que o DNA e a topoisomerase |l sdo dois alvos
intracelulares potenciais para 0 mecanismo de acdo dos citados alcaldides sobre as
células testadas (DASSONNEVILLE et al., 1999).

Efeitos de compostos vegetais sobre a melanogénese também estdo descritos
em modelos de células pigmentares em cultura e em animais in vivo. A narigenina, uma
substancia de ocorréncia em frutos citricos, e extratos de Vigna angularis foram
capazes, respectivamente, de aumentar a expressdo das enzimas e estimular, de
maneira dose-dependente e ndo citotdxica, a melanogénese em células B16 em cultura
(OHGUCHI et al., 2006). Este ultimo extrato também estimulou a pigmentacao em pélos
de camundongos C3H, demonstrando exibir agcdo ndo somente em células pigmentares
transformadas, como as do melanoma, mas também em melanécitos normais (ITOH &
FURUICHI, 2005).

Alguns extratos vegetais também ja foram descritos como possiveis agentes
potenciais para o tratamento de desordens de hiperpigmentacdo, como o de
Sanguisorba officinallis (HACHIYA et al., 2001) e Althaea officinalis (KOBAYASHI et al.,

2002). Os extratos reduziriam a pigmentacdo por inibirem a secrecdo de ETs por
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queratindcitos (HACHIYA et al., 2001; KOBAYASHI et al., 2002) e/ou por melandcitos
humanos normais (KOBAYASHI et al., 2002).

Extratos etandlicos de Angelica dahurica novamente inibiram a melanogénese
em células B16 em cultura. Os compostos ativos desta espécie reduziram
marcadamente os niveis do RNAm da tirosinase, sugerindo que esses extratos
poderiam ser utilizados como novos agentes clareadores em cosméticos, embora ainda

faltem estudos complementares in vivo (CHO et al ., 2006).

1.4 O GENERO Rauwolfia

O arbusto asiatico Rauwolfia serpentina Bent. alcancou grande importancia na
medicina em 1954, quando suas raizes demonstraram ter propriedades hipotensoras
especiais. Estas foram atribuidas a presenca de dois alcal6ides dentre os muitos que
essas plantas possuem, a reserpina e a rescinamida, hoje empregados em grande
guantidade como medicamentos hipotensores e sedativos (RIZZINI & MORS, 1995).

O género Rauwolfia possui 128 espécies descritas, pertencentes a familia das
Apocinaceas. Sao arvores ou arbustos que ocorrem nas regifes tropicais do mundo
inteiro, preferindo lugares secos e ensolarados, sendo menor o numero de
representantes silvicolas (FIGURA 2). Sdo muitas as espécies hoje exploradas das
guais se extrai reserpina e rescinamida. A raubasina ou ajmalicina € um outro alcal6ide
presente nas Rauwolfias que tem sido utilizado como anti-arritmico, imitando a quinidina
(RIZZINI & MORS, 1995).

O Brasil possui 16 espécies espalhadas por todo pais. A primeira estudada foi a
R. sellowii Mull Arg. uma arvore rara, conhecida como “Jasmim-Grado”, de até 15
metros, encontrada nas matas litordneas nos estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Parana, Santa Catarina e Minas Gerais. E rica em alcaldides, embora destituida de
reserpina (RIZZINI & MORS, 1995). As cascas de R. sellowii, popularmente conhecida
como “pau-para-tudo”, tem sido utilizada no diabetes e para baixar os niveis colesterol
na medicina popular, além de o extrato das cascas de suas raizes ser comercializado
no Brasil como anti-hipertensivo (BATISTA et al., 1997).
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FIGURA 2 — O género Rauwolfia (indicado pela seta) pertencente a familia das Apocinaceas:

possui arvores e arbustos que ocorrem em regides tropicais (www.nature.jardim.free.fr, 2006).

Os alcaléides sdo considerados uma das mais interessantes classes de
metabdlitos secundarios de plantas por suas propriedades quimicas e farmacolégicas.
Eles sdo compostos basicos, isolados em sua maioria de angiospermas (plantas com
flores), contém um ou mais atomos de nitrogénio em sua estrutura e, freqiientemente,
apresentam efeitos fisiologicos no homem e em animais. A propriedade fisica mais
importante dos alcaldides é a sua solubilidade, pois eles podem ser encontrados sob
duas formas. Na forma de base livre, em que ndo ha desequilibrio de cargas, o
alcaldide é apolar e solivel em solvente organico. E na forma combinada (sal), em que
possui carga idnica, é solivel em solvente polar. Na célula vegetal eles estédo
armazenados em vacuolos e combinados a acidos organicos, sendo solUveis no meio
aquoso que os envolve. Devido aos seus diferentes tipos estruturais, vias de
biossintese e atividades farmacoldgicas, os alcaldides representam o maior grupo, em
comparagcao a outros grupos de produtos naturais. Eles podem ser classificados de
diferentes maneiras, mas, em geral, sao divididos de acordo com sua origem
biossintética. Assim podem ser chamados alcaldides verdadeiros, proto-alcaldides e
pseudo-alcaldides (HEGNAUER, 1950).
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Dentre os alcaldides verdadeiros, um dos grupos mais importantes sdo aqueles
derivados do aminoécido triptofano, denominados alcaldides indélicos (FIGURA 3).
Estes sdo definidos como produtos naturais contendo um nucleo indol ou equivalentes
oxidados ou reduzidos. De acordo com sua biossintese, os alcaldides inddlicos podem
ser divididos em cinco classes, em funcéo do rearranjo do esqueleto de secogolamina.

Espécies de Rauwolfia sdo ricas em alcalbides inddlicos bioativos (SANTOS, 1991).

10 R =COH

FIGURA 3 — Nucleo dos alcaldides inddlicos derivados do aminoacido triptofano. (FONTE:
SANTOS, 1991).

Alguns alcaldides inddlicos foram isolados das cascas e folhas de R. sellowii, e
dentre eles estdo: raucaffrinolina, peraquina, peraquina dimetil acetal, sellowiina,
vomilenina, 12-demetoxitabernulosina, picrinina e 19a,20a-epoxi-aquamicina (BATISTA
et al,, 1996). Os alcaldides 12-demetoxitabernulosina e picrinina ja foram também
produzidos a partir de culturas in vitro de explantes de folhas jovens de R. sellowii. Esta
técnica de biotecnologia vegetal foi desenvolvida devido a necessidade de buscar rotas
alternativas para a producao de farmacos de estrutura complexa, de dificil obtencéo via
sintese organica, bem como visando a preservacdo ambiental por evitar a continua
extracao de matéria prima vegetal (BATISTA et al., 1997).

O extrato hidroalcodlico de R. sellowii foi testado quanto a sua atividade
antioxidante in vitro contra o radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e também

sobre a reducdo do complexo fosfomolibdénio. A concentracdo de extrato requerida
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para 50% da atividade antioxidante contra o DPPH (ICsg) foi de 30,27 pg/ml (MENEZES
et al., 2002). Perdxidos podem estimular a motilidade das células cancerosas e a
metastase. Portanto, uma atividade antioxidante do extrato pode estar ligada a um
efeito anti-metastatico (KOGAWA & MURAMATSU, 1999; YOSHIZAKI & MOGI, 1994).

Ja o extrato aquoso de R. sellowii foi testado, utilizando-se o0 método de Boyden,
sobre a quimiotaxia de leucdcitos humanos, estimulados a migrar contra um gradiente
de caseina. Os resultados apresentados demonstraram efeito inibitorio significativo
sobre a migracdo de polimorfonucleares induzida por caseina. Observou-se, por
exemplo, um efeito inibitério de cerca de 20% utilizando-se a dose de 1000 pg/ml do
extrato aquoso (PRESIBELLA et al., 2003).

Além disso, o extrato de Rauwolfia radix induziu aumento da atividade de células
T do sistema imune contra células do tumor Molt-4 e T98G em cultura. Nesta espécie o
alcal6ide reserpina € o maior constituinte ativo. As secrec¢des de interferon-gama (IFN-g)
e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) foram aumentadas com a exposi¢cao ao
vegetal. Além disso, ao ser administrado via oral para camundongos que possuiam o
tumor EL-4, o extrato foi capaz de prolongar o periodo de sobrevivéncia dos animais,
guando estes foram comparados com o grupo controle (JIN et al., 2002).

Por outro lado, mulheres expostas por longos periodos a constituintes da
Rauwolfia, no tratamento da hipertensdo, podem ter risco aumentado no
desenvolvimento de cancer de mama, embora maiores estudos sejam necessarios para
corroborar tal efeito adverso (STANFORD et al., 1986). Um estudo que relacionava
terapias anti-hipertensivas e malignidade concluiu que hd uma associagdo positiva
entre o cancer de mama e o uso de derivados da rauwolfia. No entanto, faz-se ainda
necessario indentificar qual seria a substancia envolvida, pois néo foi possivel confirmar
a associagao entre a reserpina, por exemplo, e o cancer de mama (GROSSMAN et al.,
2001).

Estudos prévios mostraram que o0s extratos hidroalcodlicos bruto e fluido de
casca de R. sellowii induziram clareamento em peles da r4 Rana catesbeiana (MICHEL
et al., 2005). Além disso o extrato fluido também inibiu significativamente a proliferacéo
das células de melanoma murino B16F10 sem afetar sua viabilidade, exercendo,

portanto, um efeito citostatico e ndo citotoxico (SIENNA et al., 2006). Por essas razoes,
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o potencial fitoterapico dessa espécie deve continuar sendo investigado, a fim de se
descobrir qual(is) fracao(6es)/compostos dos extratos iniciais sdo biologicamente
ativas(os). Os efeitos a serem obtidos podem ser relevantes ndo apenas quanto a
reducdo do crescimento tumoral, mas também no tocante a outras patologias

pigmentares de hiper- ou hipopigmentacao.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a influéncia do extrato preparado das cascas de Rauwolfia selowii Mull
Arg. e de suas fracfes sobre a funcdo de células pigmentares tumorais murinas da
linhagem B16F10 com vistas a futuras aplicagdes dos principios ativos resultantes na

terapéutica de patologias pigmentares.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Caracterizar a influéncia do extrato preparado das cascas de Rauwolfia sellowii
Mull Arg. e de suas fracdes (FRA, FMeOH, FAQ e Rs-1) sobre a viabilidade de
células B16F10 em cultura.

2.2.2 Caracterizar a influéncia do extrato preparado das cascas de Rauwolfia sellowii
Mull Arg. e de suas fracbes (FRA, FMeOH, FAQ e Rs-1) sobre o conteudo de

melanina de células B16F10 em cultura.
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3. MATERIAIS E METODOS

TABELA 1 - MATERIAIS QUE FORAM UTILIZADOS NESTE TRABALHO E SEUS
RESPECTIVOS FORNECEDORES

_ SUBSTANCIAS [ FORNECEDOR
Acetato de etila Vetec, Rio de Janeiro
Acetona Sigma, EUA
Acido cloridrico Vetec, Rio de Janeiro
Acido fosfomolibdico Merck, EUA
Acido piravico Vetec, Rio de Janeiro
Alcool absoluto (etanol) Vetec, Rio de Janeiro
CaCl,. 2H,0 Synth, Diadema
Cloroférmio Vetec, Rio de Janeiro
Diclorometano Vetec, Rio de Janeiro
Dietilamina Merck, EUA
Dimetilsulféxido (DMSO) Vetec, Rio de Janeiro
EDTA Vetec, Rio de Janeiro
Eter dietilico Vetec, Rio de Janeiro
Garamicina Schering-Plough, RJ
Hepes Calbiochem, EUA
KCI Synth, Diadema
KH,PO, Synth, Diadema
Melanina sintética Sigma, EUA
Metanol Merck, EUA
MgCl,.6H,0 Vetec, Rio de Janeiro
NacCl Vetec, Rio de Janeiro
NaHCO; Vetec, Rio de Janeiro
NaH,PO, Reagen, Rio de Janeiro
Na,HPO, Reagen, Rio de Janeiro
NaOH Vetec, Rio de Janeiro
n-Hexano Vetec, Rio de Janeiro
Piruvato de sédio Vetec, Rio de Janeiro
RPMI 1640 Cultilab, SP
Silica Merck, EUA
Soro fetal bovino Cultilab ou Gibco, SP
Tolueno Merck, EUA
TPP Biosystems, Curitiba
Triton X-100 Sigma, EUA
“Trypan Blue” Vetec, Rio de Janeiro

(FONTE: O autor, 2007).
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3.1 MATERIAL VEGETAL

As raizes de Rauwolfia sellowii (Muller.Arg.) — Apocynaceae (FIGURA 4) usadas
neste trabalho foram coletadas entre os meses de fevereiro e dezembro de 1998, na
area onde hoje esta situada a represa da usina hidroelétrica de Salto Caxias, no
sudoeste do Parana. Apos os exemplares terem sido identificados e classificados de
acordo com o Cddigo Internacional de Nomenclatura Botanica (MCNEILL et al., 2000),
um deles foi depositado no Herbario do Departamento de Botanica da UFPR, sob No.
42.384.

FIGURA 4 — Cascas de Rauwolfia sellowii (Muller. Arg.) — Apocynaceae, (www.netec.or.th,
2007).

20

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com


http://www.netec.or.th
http://www.pdffactory.com

3.2 PREPARO DO EXTRATO DE CASCA DE Rauwolfia sellowii

Extrato de casca de Rauwolfia sellowii
(ECRs)

ﬂ

Fracdo Rica em Alcaldides
(FRA)

ﬂ

MATERIAL VEGETAL

01 02 03 04 06 07 08 09 10 11
Composto Fracdo metandlica Fracdo aquosa
Rs-1 (FMeOH) (FAQ)

FIGURA 5 — Diagrama de preparo do extrato de Rauwolfia sellowii e de suas fracdes.

Apresentados em negrito, 0 extrato e as fragBes testadas (FONTE: O autor, 2008).

O material botanico seco pulverizado (1 kg) foi umedecido com aménia diluida e

em seguida macerado com 500 mL de etanol 70% por 30 minutos. Este material foi

colocado em um percolador (Permution, Curitiba), e sobre ele foi colocado um papel de

filtro.

Foram adicionados 1450 mL de etanol 70% ao percolador e este foi deixado em

repouso por trés dias antes do inicio da extracdo, em temperatura ambiente. O extrato
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foi retirado do percolador através de gotejamento, para que a extracao fosse efetiva. No
total, foram adicionados 6200 mL de etanol. A extracéo foi realizada até a deteccao de
reacdo negativa com reagente de Dragendorff, significando que n&o havia mais
alcaldide a ser extraido na amostra. O reativo sé detecta o alcaléide em pH acido,
portanto, para reacéo, algumas gotas do extrato foram colocadas em uma placa de
Petri na qual se adicionava acido sulfarico diluido, seguindo-se homogeneiza¢do com
bastdo de vidro. A partir dai, adicionavam-se algumas gotas do reativo e a presenca de
precipitado branco ou turvagéo branca indicava resultado positivo.

O extrato percolado foi colocado em baldao de fundo redondo de 1000 mL
(262,389) e evaporado em rotaevaporador (Requipal, Curitiba).

O baldo foi levado ao aquecimento em banho-maria (Requipal, Curitiba) na
temperatura de 50-55°C e com aproximadamente 100 rotagdes por minuto (rpm). A
temperatura do banho e a rotacdo favoreciam a evaporagao do solvente. O sistema foi
conectado a uma bomba de vacuo (Fisatom, Sdo Paulo), a qual diminuia a pressao
interna do baldo e, consequentemente, o ponto de ebulicdo (PE) do solvente. Este
procedimento deve ter prevenido a degradacao térmica de substancias do baldo. Desta
forma o etanol contido no baldo aquecia e evaporava a uma temperatura inferior a
78,3°C (PE). O solvente evaporado foi condensado em um condensador de espiral
(Vidrolabor, Séo Paulo) e recolhido em um baldo de fundo redondo lateral. A extrac&o
foi realizada até secura, obtendo-se entdo o extrato de casca de Rauwolfia sellowii
(ECRs, FIGURA 5). Foi calculado o rendimento do ECRs obtido.

A partir do ECRs, na concentracdo de 1,0 g/mL, foram feitas diluicbes em
solucdo de &cido cloridrico 1N (pois o pH é&cido torna os alcaldides soliveis em meio
aquoso) obtendo-se concentragfes intermediarias que, ao final, eram diluidas em meio
de cultura, resultando nas seguintes concentragfes : 10; 5; 1; 0,5 e 0,1 mg/mL. Nos
experimentos de atividade biologica, foram efetuados controles com solugdo de acido
cloridrico na concentragéo final de 0,01N (a mais alta a entrar em contato com as

células).
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3.3 PREPARO DA FRACAO RICA EM ALCALOIDES DE Rauwolfia sellowii

A partir do ECRs foi realizada uma particdo liquido-liquido a qual deu origem a
uma fracdo rica em alcaldides (FRA, FIGURA 5). Para isto, os alcaldides do extrato
(101,67g) foram solubilizados com solucdo de acido sulfurico a 1%, filtrados por
algodédo para um funil de separacdo de 2000mL e alcalinizados com amdnia diluida.
Adicionou-se gelo ao funil, para impedir que houvesse formacg&o de emulsao, e 200mL
de cloroférmio para efetuar a extracdo. O funil foi agitado e mantido em repouso até a
separacdo das fases (aquosa e organica); neste caso, o alcaldide estava solubilizado
na fase orgéanica, portanto a camada cloroférmica foi recolhida em um béquer. A
extracdo foi novamente efetuada até obtencdo de reacdo negativa com reagente de
Dragendorff. No béquer foi adicionado sulfato de sédio anidro, para retirar quaisquer
resquicios de agua que ainda estivessem nas fracfes. Em seguida estas foram filtradas
por algodédo para um baldo de fundo redondo de 250 mL e foram evaporadas em
rotaevaporador até secura, para ser obtida a frac&o rica em alcaldides (FRA).

A partir da FRA, de concentracdo 1,0 g/mL, foram feitas diluicbes em solugcao de
acido cloridrico 1% obtendo-se concentragfes intermediarias que, ao final, eram
diluidas em meio de cultura, resultando nas seguintes concentragdes: 10; 5; 1; 0,5e 0,1
mg/mL. Nos experimentos de atividade biolégica foram efetuados controles com

solugdo de é&cido cloridrico na concentracéo final de 0,01%.

3.4 OBTENCAO DAS DEMAIS FRACOES

As demais fracdes foram preparadas a partir da FRA em coluna cromatogréfica a
vacuo. Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 10,27 g da FRA, 279 de silica
e cloroformio suficiente para extracdo da mistura. O baldo foi levado ao rotaevaporador
e foi obtida a FRA incorporada na silica. Em seguida, procedeu-se ao preparo da
coluna cromatografica, montada em funil de filtro sinterizado (FIGURA 6). Para o
preparo da coluna seguiu-se a sequéncia: papel de filtro, FRA incorporada em silica

(70g) e outro papel de filtro cobrindo o contetdo. O funil foi fixado a um kitasato o qual
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possuia uma saida conectada a uma bomba de vacuo. Quando um solvente (500 mL)
era adicionado a coluna, acionava-se a bomba para facilitar a passagem do mesmo e
agilizar o processo. As fragcBes foram recolhidas no kitasato e colocadas em baldes
correspondentes para serem concentradas em rotaevaporador ou banho-maria. Os
solventes foram sendo adicionados iniciando-se com um apolar e aumentando
gradativamente o grau de polaridade. Foram obtidas onze fra¢c6es (FIGURA 5), sendo
estas: (1) n-hexano, (2) diclorometano, (3) diclorometano/cloroformio (1:1), (4)
cloroférmio, (5) acetato de etila, (6) metanol 5% e acetato de etila, (7) metanol 10% e
acetato de etila, (8) metanol/acetato de etila (1:1), (9) metanol, (10) aquosa e (11) agua
acidulada (HCI a 1%). As fragcbes 10 e 11 foram colocadas em capsulas para serem
evaporadas até secura em banho-maria, pois era necessaria uma temperatura mais
elevada. Todas as demais fragdes foram ao rotaevaporador.

O mecanismo de separagdo neste tipo de cromatografia baseia-se nas diferentes
solubilidades apresentadas pelos componentes da amostra na fase moével e na fase
estacionaria. Os componentes mais sollveis na fase estacionaria sdo seletivamente
retidos por ela, enquanto que os menos soluveis séo transportados rapidamente pela
fase movel (SILVERSTEIN et al., 1979). Neste processo cromatogréfico a silica (apolar)
é a fase estacionaria e a fase mével corresponde aos solventes aos quais a coluna foi

submetida para a extracao de cada fracéo.

FIGURA 6 — Coluna de extragdo solido-liquido para fracionamento da fracdo rica em alcaléides
FRA, obtida das cascas de R. sellowii (FONTE: O autor; 22 de junho, 2007).
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3.4.1 Caracterizacao das fracoes

Apés obtencdo das fracdes, estas foram analisadas para verificar se algumas
delas possuiam os mesmos compostos, tratando-se, portanto, da mesma fracdo. Para
isto realizou-se a cromatografia em camada delgada. Neste método uma pequena
amostra de cada fracdo foi solubilizada em metanol e aplicada em uma placa
cromatogréfica de silica (fase estacionaria) da seguinte forma: em ambos 0s extremos
da placa foram depositadas amostras da FRA, a fracdo da qual se partiu, e as demais,
fracOes de 1 a 11, foram aplicadas entre estes pontos da esquerda para direita.

A placa foi colocada em cuba (Vidrolabor, S&do Paulo) preenchida com a fase
moével constituida por tolueno:acetato de etila:dietilamina (70:20:10). Apds a corrida
cromatogréfica, a mesma foi observada sob a luz ultravioleta (UV) de ondas curtas, e
em seguida revelada usando-se acido fosfomolibdico a 5% como revelador.

Na cromatografia em camada delgada a fase estaciondria € constituida por uma
fina camada de sorvente (silica) que reveste um material de suporte, rigido e inerte, de
modo que 0 processo de separacdo ocorre em uma superficie plana, essencialmente
bidimensional. A cromatografia em camada delgada baseia-se nas diferencas das
propriedades das fases movel e estacionaria, possibilitando que os componentes da
amostra desloguem-se através do material cromatografico com velocidades desiguais,
gerando a separacao. Desta forma cada componente separado da amostra desloca-se
formando uma mancha, sendo que cada uma possui um coeficiente de adsorc¢éo (Ry). O
R € o0 quociente da distancia que o composto se deslocou desde a origem em relacao
a distancia da frente do solvente (fase moével) a origem. Assim, substancias que
possuem o0 mesmo Ry (situando-se lado a lado na placa) provavelmente tém a mesma

composicao quimica, ou seja, sdo a mesma substancia (VOGEL et al., 1992).

3.4.2 Purificagdo do composto obtido a partir das fracoes (3) e (4)

Apés andlise da placa cromatogréfica, verificou-se que as fracdes (3) e (4)
apresentavam a mesma constituicdo (FIGURA 7), e seu material cristalizou alguns dias
depois do fracionamento. Isto caracteriza o isolamento de um composto (SILVA et al.,

2006), portanto estas fracdes foram solubilizadas em cloroférmio e purificadas em uma
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coluna de silica montada em uma pipeta Pasteur. O contetdo coletado da coluna secou
a temperatura ambiente, obtendo-se um composto isolado denominado Rs-1 (Rauwolfia
sellowii -1, FIGURA 5).

A partir de Rs-1, na concentracdo de 0,5 ng/mL, foram feitas diluicbes em
dimetilsulfoxido (DMSO) obtendo-se concentragfes intermediarias que, ao final, eram
diluidas em meio de cultura, resultando nas seguintes concentracdes: 5; 2,5; 0,5 ; 0,25
e 0,05 ng/mL. Nos experimentos de atividade bioldgica, foram efetuados controles com

DMSO na concentracao final de 1% (a mais alta entrar em contato com as células).

3.4.3 Preparo da fragdo metandlica

Apés andlise da placa cromatografica, verificou-se que também as fracGes de 5 a
9 possuiam basicamente a mesma constituicdo, pois as manchas formadas na placa
eram paralelas (FIGURA 7). Desta forma, estas foram solubilizadas em metanol e
colocadas em um baldo de fundo redondo para serem evaporadas em rotaevaporador,
sendo que o término da secagem foi realizado em banho-maria na temperatura de 50°
C. Apés a secura esta fragcdo foi denominada metandlica (FMeOH, FIGURA 5).

A partir da FMeOH, na concentracédo de 0,5 g/mL, foram feitas diluicbes em
solucdo (1:1) de acido cloridrico 1% e metanol obtendo-se concentracdes
intermediarias que, ao final, eram diluidas em meio de cultura, resultando nas seguintes
concentracoes 5; 3; 2,5; 1,0; e 0,5 mg/mL; 50 e 100 ng/mL; 2,5 e 5 ng/mL. Nos
experimentos de atividade biologica, foram efetuados controles com solugdo de acido
cloridrico 0,005%/metanol 0,5% (as concentracdes mais altas a entrarem em contato

com as células).

3.4.4 Preparo da fragdo aquosa

Apés andlise da placa cromatogréfica, verificou-se também que as fragdes 10 e
11 possuiam basicamente a mesma constituicdo (FIGURA 7). No processo de secagem
da fracdo 11, a mesma acabou sendo carbonizada, portanto teve que ser desprezada e

ndo pode ser utilizada nos demais testes. No entanto, isso ndo acarretou maiores
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problemas, pois a fracdo 10 foi testada e é representativa da 11. A fracdo 10 foi
denominada fragdo aquosa (FAQ, FIGURA 5).

A partir da FAQ, na concentracdo de 10 mg/mL, foram feitas diluicdes em agua
milig obtendo-se concentragdes intermediarias que, ao final, eram diluidas em meio de

cultura, resultando nas seguintes concentragdes: 100; 50; 10; 5 e 1 ng/mL.

3.5 CULTURA DE CELULAS DE MELANOMA MURINO

As células B16F10 (gentilmente cedidas pelos Profs. Dr. Silvio M. Zanata e Dra.
Glaucia R. Martinez) foram mantidas a 37°C e 5% de CO,, em meio de cultura RPMI
(acrescido de Hepes — 3,268 g/L; NaHCO3; - 2 g/L; piruvato de sédio - 0,0125 g/L),
suplementado com 10% de soro fetal bovino e garamicina 80 mg/mL a 0,1%, pH 7,4. O
meio de cultura foi renovado a cada 48-72 h e as células sub-cultivadas, a partir de
culturas préximas a confluéncia, pelo tratamento com solucédo de Tyrode/EDTA (&cido
etilenodiaminotetraacético; solucdo, em g/L: NaCl 8; KCI 0,2; MgCl,.6H,O 0,213;
NaH,PO, 0,05; EDTA 1,86; NaHCO3 1; pH 7,4) e transferéncia para novos frascos com

meio de cultura.

3.6 VIABILIDADE CELULAR

Foram semeadas 4 x 10* células (quantidade padronizada apds a realizacdo de
curvas de crescimento de 7 dias) em cada frasco de 25 cm? (TPP). Apds 24 h da
semeadura foram adicionados os extratos, e apds 24 h de incubacdo, o numero de
células foi contado.

Para a determinacdo da viabilidade celular foi utilizado o método de contagem em
hemocitbmetro. Para isso o meio de cultura foi retirado e colocado em tubos de 15 mL,
as células foram destacadas dos frascos com solugdo de Tyrode/EDTA, lavadas com
PBS (solugcéo salina em tampéo fosfato, em g/L: NaCl 8; KCI 0,2; MgCl,.6H,O 0,1,
NaH,PO, 0,92; CaCl,2H,0 0,1; KH,PO, 0,2; pH 7,4), e colocadas juntamente com o
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meio nos respectivos tubos. Os tubos foram centrifugados, o sobrenadante retirado e as
células foram ressuspensas em PBS, tratadas com corante Trypan Blue (0,5%), para
determinagdo de viabilidade/citotoxicidade e, finalmente, contadas com o auxilio de um
hemocitbmetro. O uso do corante Trypan Blue, baseia-se na habilidade que a
membrana plasmatica de células viaveis (vivas) possui de excluir o corante. Portanto,
as células coradas em azul devem estar mortas (MERCHANT et al., 1964).

Apés 48 h de cultivo, antes da realizacdo do ensaio de proliferacéo e viabilidade
celular, foi feita a fotomicrografia das células em cultivo, utilizando-se microscopio
invertido Leica DM IL (Leica, Wetzlar - Alemanha) acoplado a um sistema de registro

fotografico com aumentos de 200 e 400 x.

3.7 CONTEUDO DE MELANINA

Foram semeadas 9 x 10° células em cada frasco de 25 cm® Ap6s 24 h da
semeadura foram adicionados os extratos, em triplicatas, e ap0s mais 24 h de
incubagéo, foi realizada a dosagem do conteddo de melanina. Foram efetuados
controles positivos da resposta celular de produgdo de melanina com o horménio a-
MSH, na concentracéo de 10® M, e com forscolina 10 ng/mL. O efeito desse hormdnio
na estimulagdo da melanogénese é descrito em literatura (HADLEY, 1988). A forscolina
€ um agente exdgeno que aumenta as concentracdes intracelulares de AMPg,
substancia intermediaria na via de acdo do a-MSH (NEWTON et al., 2007).

Em tubos de ensaio de 15 mL, foram adicionados Triton-X 1% em cada pellet celular
contendo 2,5 x 10° células. Os pellets foram fotografados com camera Sony DSC-W55
(Sony, Manaus). As amostras foram homogeinizadas em vortex e transferidas para
tubos eppendorfs de 1,5 mL, ficando sob gelo por 10 minutos. Em seguida, as amostras
resultantes foram centrifugadas a 13.000 rpm por 20 minutos a 4°C (centrifuga
Eppendorf modelo 5819R, Sao Paulo). O sobrenadante foi removido e descartado. Em
capela, foram adicionados 500 nL de etanol/éter (1:1) para cada pellet de melanina. As
amostras foram, entdo, homogeinizadas em vortex e deixadas em repouso por cerca de
10 minutos a temperatura ambiente, ou até que a proteina precipitada ficasse visivel no

solvente. Os tubos foram invertidos cuidadosamente algumas vezes e 0 sobrenadante
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solvente/proteina removido, de forma a restar somente o pellet de melanina. Os pellets
ficaram secando em capela até todo etanol/éter evaporar (cerca de meia hora). Em
seguida, foram adicionados 100nL de NaOH 0,2N em cada pellet. As amostras
resultantes foram, entdo, aquecidas em banho-maria a 60°C até que a melanina
estivesse completamente dissolvida. Foram preparadas, simultaneamente, amostras de
melanina sintética para uma curva-padrdo nas concentra¢cdes de 1, 17, 25, 50, 67, 100
e 1000ng/mL. A leitura destas e das amostras experimentais, em duplicata, foi efetuada
em espectrofotbmetro/ELISA a 490 nm (Meridian, Diagnostic Inc. EL, 800, Cincinnati —
Estados Unidos).

Dessa forma, os dados obtidos como absorbancia para cada amostra, foram
convertidos e expressos graficamente (GraphPad Software Prisma) como o conteddo
de melanina (% do controle). Este foi determinado apds divisdo pelo numero de células
(x10°), equivalentes ao total de um dado tratamento e transferidas para tubos conicos
de 15 mL antes do inicio da dosagem de melanina; em seguida, foi calculada a

porcentagem de resposta em relacdo ao controle branco.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos a partir de diferentes concentragdes dos extrato/fracdes/composto
vegetal aplicadas nas células de melanoma foram comparados através de analise de
variancia (ANOVA uma via) seguida pelo teste de Student Newman-Keuls (SNK — ZAR,
1996), para determinacdo do nivel de significAncia das diferengas. As diferencas entre
controle (auséncia de tratamento com substancias vegetais — com ou sem eluente) e
experimentais (presenca de substancias vegetais) foram consideradas estatisticamente
significativas para p < 0,05. Os resultados foram expressos graficamente (GraphPad
Software Prisma), a partir dos valores absolutos, como porcentagem média em relacéo

ao controle + erro padrao da média (EPM).
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4. RESULTADOS
4.1 RESULTADOS DO PREPARO DO EXTRATO E DAS FRACOES

Apds extracdo por maceracdo, percolacdo e concentracdo em rotaevaporador, 0
extrato bruto foi fracionado. A tabela 2 apresenta os resultados de rendimento na

confeccéo do extrato e da FRA.

TABELA 2 — RENDIMENTO DO EXTRATO DE CASCA DE R. sellowii E DA FRA

FRA
Peso inicial (g) 1000 100,67
Peso final (g) 180,24 20,55
Rendimento (%) 18,0 20,4

LEGENDA: ECRs — extrato de casca de R. sellowii; FRA — fragdo rica em alcal6ides
(FONTE: O autor, 2007).

A partir da FRA, submetida a uma coluna a vacuo, foram obtidas onze fracdes,
cujo peso esta discriminado abaixo.

TABELA 3 — RENDIMENTO DAS FRACOES OBTIDAS A PARTIR DA FRA

____ FRACAO_| PESO(g) _

Hexano 0,1757
Diclorometano 0,1323
Diclorometano/cloroférmio 0,1643
Cloroféormio 0,1271
Acetato de etila 1,4462
Metanol 5%/acetato de etila 1,2852
Metanol 10%/acetato de etila 1,63
Metanol/acetato de etila (1:1) 2,004
Metanol 0,4913

Agquosa 1,2

Agua acidulada 1,81

(FONTE: O autor, 2007).
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A sequir foi realizada uma cromatografia em camada delgada com estas onze
fracdbes e a FRA, que é a fracdo original. A placa abaixo (FIGURA 7) mostra os

resultados da corrida cromatografica.

Composto Rs-1

Composto B

FIGURA 7 — Placa cromatografica observada sob luz UV de ondas curtas.

LEGENDA: FRA - fracdo rica em alcaldides; (1) hexano, (2) diclorometano, (3)
diclorometano/cloroférmio (1:1), (4) cloroférmio, (5) acetato de etila, (6) metanol 5% e acetato
de etila, (7) metanol 10% e acetato de etila, (8) metanol/acetato de etila (1:1), (9) metanol, (10)
aquosa e (11) 4gua acidulada (HCl a 1%) (FONTE: O autor, 2007).

As fragbes (1) e (2) quando observadas sob a luz UV de ondas curtas, nédo
apresentaram compostos separados na placa cromatografica (FIGURA 7).

Conforme ja descrito no item Material e Métodos, devido ao paralelismo dos
compostos de cada um desses trés grupos na corrida cromatogréfica, as fracdes (3) e
4), 5)a(9), e (10) e (11) geraram, respectivamente, o composto Rs-1, e as fracdes

metandlica e aquosa.
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4.1.1 Célculo dos coeficientes de adsorcao (Rf)

Visualizando a placa cromatografica (FIGURA 7), podemos observar que os dois
compostos circulados presentes na FRA, também se encontram presentes nas fracdes
de (5) a (9). Chamou-se o primeiro composto a partir do ponto de aplicacdo de
composto A, e 0 composto a seguir, de B. O R; para esse compostos foi calculado e

apresentado abaixo:

Ria=1,6/55=0,29
Rig=1,8/5,5=0,33

As fracbes (3) e (4) também apresentam o mesmo composto Rs-1, circulado na

placa cromatografica (FIGURA 7). O calculo de seu Rs encontra-se abaixo:

Rt rs1 = 4,3/5,5=0,78

4.2 EFEITOS DO ECRs SOBRE A VIABILIDADE E CONTEUDO DE MELANINA DAS
CELULAS B16F10

O ECRs (24 h de incubagao) nas concentracfes de 1, 5 e 10 mg/mL reduziu
significativamente a viabilidade das células B16F10 (GRAFICO 1, n= 9). As respostas
foram significativamente diferentes da resposta basal (controle) e do acido cloridrico
0,01N (controle-eluente), as médias + EPM dos controles e destas concentracdes
foram, respectivamente: 80,8+4,1; 89,4+2,8; 66,0+2,0; 53,3%£5,0; 25,0+9,6 conforme

pode ser verificado abaixo.
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100+

g B33 Controle
‘_:‘5‘ | =3 HCI 0,01 N
3 B ECRs 0,1 mg/mL
2 E=3 ECRs 0,5 mg/mL
8 50- E==1 ECRs 1 mg/mL
% ECRs 5 mg/mL
.g 254 E=3 ECRs 10 mg/mL
S

0

GRAFICO 1 - Efeito de ECRs sobre a viabilidade de células de melanoma B16F10, apos 24 h
da aplicacdo do extrato. * = valor significativamente diferente dos respectivos controles e do
acido cloridrico 0,01N para p < 0,001; # valor significativamente diferente do controle para p <
0,05 e do &cido cloridrico 0,01N para p < 0,001. Cada ponto é a média = EPM, n = 9.

O ECRs (24 h de incubagé&o), em nenhuma das concentragdes testadas, afetou
significativamente o conteddo de melanina das células B16F10, conforme pode ser
observado na figura abaixo (GRAFICO 2, n = 12).

125-
« -|- =1 Controle
)
[ONES) E=3 ECRs 0,1 mg/mL
qu % 75+ =31 ECRs 0,5 mg/mL
'8 o ECRs 1 mg/mL
T3 50+ E=3 ECRs 5 mg/mL
O X O
% S E==1 ECRs 10 mg/mL
o

0

GRAFICO 2 - Efeito de ECRs sobre o contetdo de melanina de células de melanoma B16F10,

apoés 24 h da aplicacdo do extrato (n = 12).
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4.3 EFEITOS DA FRA DE R. sellowii SOBRE A VIABILIDADE E CONTEUDO DE
MELANINA DAS CELULAS B16F10

A FRA de R. sellowii (24 h de incubacé&o) nas concentra¢gdes de 1, 5 e 10 mg/mL
reduziu significativamente a viabilidade das células B16F10 (GRAFICO 3, n = 12). As
respostas foram significativamente diferentes (p < 0,001) da resposta basal (controle) e
do acido cloridrico 0,01% (controle-eluente), as médias + EPM dos controles e destas
concentracoes foram, respectivamente: 89,2+2,1; 84,3+3,6; 14,4+6,1; 15,616,8;

15,7+7,3 conforme pode ser verificado abaixo.

100+
_ E=a Controle
= e === HCI 0,01%
] E=3 FRA 0,1 mg/mL
2 =3 FRA 0,5 mg/mL
T 501 FRA 1 mg/mL
= ez FRA 5 mg/mL
S 254 £z FRA 10 mg/mL
<

0

GRAFICO 3 - Efeito da FRA de R. sellowii sobre a viabilidade de células de melanoma B16F10,
apés 24 h da aplicacdo dos extratos. * = valor significativamente diferente dos respectivos

controles e do &cido cloridrico 0,01% para p < 0,001. Cada ponto € a média + EPM, n =12.

A FRA na concentragdo de 10 mg/mL aumentou significativamente o contetdo
de melanina (GRAFICO 4, n = 6; 455,8+158,0) das células B16F10. A resposta foi
significativamente diferente (p < 0,05) da resposta basal (controle; 100,0+57,8) e do
acido cloridrico 0,01% (controle-eluente; 81,8+70,7), conforme pode ser verificado na
figura abaixo. Na concentracdo de 10 mg/mL, a maioria das células que participaram da

dosagem estavam mortas, e foram estas que tiveram seu conteldo de melanina
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aumentado. A concentracdo de 5 mg/mL da FRA também aumentou (358,8+68,1),

embora n&o significativamente, o contetido de melanina (GRAFICO 4).

700~
© = Controle
= 600-
c —~ E=3 HCI 0,01%
S0
T o 500+ B3 FRA 0,1 mg/mL
E £ 404 E== FRA 0,5 mg/mL
(@]
T o 53 FRA 1 mg/mL
(@] o 300-
Eo E=51 FRA 5 mg/mL
g8 2009 FRA 10 mg/mL
= T
o) 100~
O
0

GRAFICO 4 - Efeito da FRA de R. sellowii sobre o contelido de melanina de células de
melanoma B16F10, apés 24 h da aplicacdo do extrato. * = valor significativamente diferente do

controle e do &cido cloridrico 0,01% para p < 0,05. Cada ponto € a média £ EPM, n = 6.

4.4 EFEITOS DA FRACAO METANOLICA DE R. sellowii (FMeOH) SOBRE A
VIABILIDADE E O CONTEUDO DE MELANINA DAS CELULAS B16F10

A FMeOH de R. sellowii (24h de incubacgédo) reduziu significativamente a
viabilidade das células B16F10, na maioria das concentracdes testadas (GRAFICO 5, n
= 6). As respostas foram significativamente diferentes da resposta basal (controle;
81,2+3,8) e do acido cloridrico 0,005%/metanol 0,5% (controle-eluente; 78,0+4,0) e
todas as células foram mortas pela FMeOH nas concentragcfes de 0,5, 1 e 3 mg/mL
(0,0£0,0), conforme pode ser verificado abaixo. Nas concentracdes de 50 e 100 ng/mL
(respectivamente, 69,5 +5,2; 32,0+9,7) a viabilidade das células também foi

significativamente reduzida (GRAFICO 6).
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8O- =3 Controle
]
S 704 =3 HCIl / MeOH
2 604 =3 FMeOH 0,5 mg/mL
3 50d E=3 FMeOH 1 mg/mL
B 40- 223 FMeOH 2,5 mg/mL
% 30- FMeOH 3 mg/mL
'S 20 =3 FMeOH 5 mg/mL
] 104 *
*  * * %
0 l"-_"E'il s

GRAFICO 5 - Efeito da FMeOH de R. sellowii sobre a viabilidade de células de melanoma
B16F10, apo6s 24 h da aplicacdo dos extratos. * = valor significativamente diferente dos
respectivos controles e do acido cloridrico/metanol para p < 0,001. Cada ponto é a média +
EPM, n =6.

100-
=3 Controle

E=3 HCI / MeOH

E=3 FMeOH 2,5 ng/mL
E== FMeOH 5 ng/mL
FMeOH 50 ng/mL
E=3 FMeOH 100 ng/mL
FMeOH 2,5 mg/mL

% viabilidade celular
ol
o
[

GRAFICO 6 - Efeito da FMeOH de R. sellowii sobre a viabilidade de células de melanoma
B16F10, apo6s 24 h da aplicacdo dos extratos. * = valor significativamente diferente dos
respectivos controles e do acido cloridrico/metanol para p < 0,001. Cada ponto é a média +
EPM, n =6.
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A FMeOH nas concentracbes de 0,5; 2,5, 3 e 5 mg/mL aumentou
significativamente o contedo de melanina das células B16F10 (GRAFICO 7, n = 9;
200,6+1,6; 170,3+38,3; 138,1+33,1; 239,8+26,6). A resposta foi significativamente
diferente (p < 0,05 a 0,001) da resposta basal (controle; 100,0+8,7) e do acido cloridrico
0,005%/metanol 0,5% (controle-eluente; 65,9+10,7), conforme pode ser verificado na

figura a seguir.

« 300 1 Controle

=P EE=3 HCl/MeOH

TS 200- & B3 FMeOH 0,5 mg/mL
e 2 _(l@_ FMeOH 1 mg/mL
'g g e =3 FMeOH 2,5 mg/mL
S T 1004 = e FMeOH 3 mg/mL
22 % %,_ =3 FMeOH 5 mg/mL
(@]

O ; 1 B S

GRAFICO 7 - Efeito da FMeOH de R. sellowii sobre o contetido de melanina de células de
melanoma B16F10, apds 24 h da aplicagdo do extrato. Simbolos indicam valores
significativamente diferentes do controle e do controle-eluente, respectivamente, para: * ambos
p <0,001; # p<0,05e p<0,01; &p <0,01 e p<0,001. A letra @ indica diferenca significativa

apenas do controle-eluente para p < 0,05. Cada ponto é a média + EPM, n = 9.

45 EFEITOS DO COMPOSTO ISOLADO DE R. sellowii (Rs-1) SOBRE A
VIABILIDADE E O CONTEUDO DE MELANINA DAS CELULAS B16F10

O Rs-1 (24h de incubacdo) em nenhuma das concentragcbes testadas afetou

significativamente a viabilidade celular (GRAFICO 8, n = 6) e o contetido de melanina
(GRAFICO 9, n = 6-9) das células B16F10, conforme pode ser verificado abaixo.
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100+

. o == Controle
= o | . =8 DMSO 1%
] E=3¥ Rs-1 0,05 ng/mL
2 E=3 Rs-1 0,25 ng/mL
T 501 E=23 Rs-1 0,5 ng/mL
= =3 Rs-1 2,5 ng/mL
-§ 254 E=3 Rs-1 5 ng/mL
X

0

GRAFICO 8 - Efeito da Rs-1 sobre a viabilidade de células de melanoma B16F10, apds 24 h da

aplicacéo do extrato. Cada ponto é a média £ EPM, n = 6.

125~
« ‘|‘ 1 Controle
'S ~ 100- E=3 DMSO 1%
© O
T ©o E=13 Rs-1 0,05 ng/mL
e g 75 : E=m Rs-1 0,25 ng/mL
oo = E =23 Rs-1 0,5 ng/mL
3 50+ = E=m3 Rs-1 2,5 ng/mL
0 i
=2 ol = 23 Rs-1 5 ng/mL
(@]
O

0 z

GRAFICO 9 - Efeito da Rs-1 sobre o contetdo de melanina de células de melanoma B16F10,

apoés 24 h da aplicacéo do extrato. Cada ponto é a média + EPM, n = 6-9.
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4.6 EFEITOS DA FRACAO AQUOSA DE R. sellowii (FAQ) SOBRE A VIABILIDADE E
O CONTEUDO DE MELANINA DAS CELULAS B16F10

A FAQ (24h de incubagédo) em nenhuma das concentragOes testadas afetou

significativamente a viabilidade celular (GRAFICO 10, n = 6) e o contetido de melanina
(GRAFICO 11, n=6-9) das células B16F10, conforme pode ser verificado abaixo.

100+

E==3 Controle

E= FAQ 1 ng/mL
EE3 FAQ 5 ng/mL
FAQ 10 ng/mL
FAQ 50 ng/mL
E=3 FAQ 100 ny/mL

% viabilidade celular
ol
o
[

GRAFICO 10 - Efeito da FAQ sobre a viabilidade de células de melanoma B16F10, apds 24 h

da aplicacéo do extrato (n = 6). Cada ponto é a média = EPM, n = 6.

125+

« = Controle
c o 1004 EE FAQ 1 ng/mL
T o 23 FAQ 5 ng/mL
Eg 75 EEE FAQ 10 my/ml
@5 T .
- FAQ 50 ng/mL
S5 23 FAQ 100 ny/mL
QX
c ~— 25+
@]
O

0]

GRAFICO 11 - Efeito da FAQ sobre o contetido de melanina de células de melanoma B16F10,
apés 24 h da aplicagcdo do extrato (n = 6-9). Cada ponto é a média + EPM, n = 6-9.
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4.7 RESULTADOS COMPLEMENTARES DOS DADOS JA APRESENTADOS

4.7.1 Efeito do horménio a-MSH e da forscolina sobre o conteddo de melanina das
células B16F10

O horménio a-MSH (340,5+11,7) e a forscolina (354,6+21,1) foram utilizados
como controles positivos para testar a responsividade da preparacdo. Ambos
aumentaram significativamente (p < 0,01 a 0,001) o contetudo de melanina das células
tratadas, quando comparadas ao controle branco (100,0+11,2; GRAFICO 12, n=6). Isso
demonstra que as células eram capazes de aumentar o conteido de melanina quando
eficazmente estimuladas. O ECRs, a FRA e a FMeOH 3 e 5 mg/mL (123,5+14,2;
170,9+20,2; 142,9+4,7; 193,1+5,2) também aumentaram significativamente o contetudo

de melanina das células B16F10.

400-
« 1 Controle
= -8
5T 3004 EE a-MsH 10°M
e E=3 Forscolina 10 ng/mL
E 2 E=23 ECRs 10 mg/mL
b= 3 200- 4 E=3 FRA 10 mg/mL
S5 = EZZ8 FMeOH 3 mg/mL
L& 1004~ % FMeOH 5 mg/mL
S e
S -
C M

GRAFICO 12 - Efeito do hormdnio a-MSH, forscolina, ECRs, FRA e FMeOH sobre o contetido
de melanina de células de melanoma B16F10, apds 24 h da aplicacdo dos tratamentos. * =
valor significativamente diferente do controle para p < 0,001. # = valor significativamente

diferente do controle para p < 0,01. Cada ponto € a média + EPM, n= 6.
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4.7.2 Analise morfologica das células em cultivo

Fotomicrografias das células em cultivo apos o tratamento com o ECRs e a
fracdo metandlica (FMeOH) estdo apresentadas nas figuras abaixo. Pode-se observar
que o tratamento com o ECRs na concentracdo de 10 mg/mL (FIGURA 9) reduziu a
proliferagé@o celular e alterou a morfologia das células aderidas remanescentes, quando
comparadas as células controle (FIGURA 8).

FIGURA 8 — Fotomicrografia das células controle em cultivo, ndo submetidas a tratamento.
Aumento de 200x. (FONTE: O autor, 2008).
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FIGURA 09 — Fotomicrografia das células submetidas a tratamento, por 24 h, com ECRs, na
concentragdo de 10 mg/mL. Aumento de 200x. (FONTE: O autor, 2008).

O tratamento da FMeOH reduziu a proliferagdo celular em todas as
concentracdes testadas. Apds 24 h de tratamento, as células mortas encontravam-se
soltas (FIGURA 10 — concentragdo de 5 mg/mL) e as células aderidas remanescentes
exibiram morfologia alterada (FIGURA 11 — concentragdo de 2,5 mg/mL), quando

comparadas as células controle (FIGURA 8).
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FIGURA 10 — Fotomicrografia das células submetidas a tratamento, por 24 h, com FMeOH, na
concentragdo de 5 mg/mL. Aumento de 200x. (FONTE: O autor, 2008).

FIGURA 11 - Fotomicrografia das células submetidas a tratamento, por 24 h, com FMeOH na
concentragéo de 2,5 mg/mL. Aumento de 200x. (FONTE: O autor, 2008).
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4.7.3 Andlise dos pellets celulares obtidos apds os tratamentos

Conforme ja citado, apds o tratamento com a FRA e a FMeOH, as células de
melanoma B16F10 tiveram o seu conteudo de melanina significativamente aumentado.
Isso pode também ser visualizado nas imagens abaixo obtidas dos pellets apos o
tratamento (FIGURA 12).

FIGURA 12 — Pellets celulares obtidos apos o tratamento com as fragBes de R. sellowii.
LEGENDA: (1) controle basal, nédo tratado; (2) FRA 10 mg/mL; (3) FMeOH 5 mg/mL; (4) FMeOH
3 mg/mL.

FONTE: O autor (2008)
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5. DISCUSSAO

O tratamento para o cancer € baseado em protocolos de quimioterapia,
radioterapia e intervencgao cirargica. Embora a eficacia da quimioterapia na maioria dos
tipos de cancer tenha melhorado nos ultimos anos, ainda ocorrem diversos efeitos
toxicos contra tecidos saudaveis. Portanto, o desenvolvimento de novas drogas
continua sendo um desafio, dentre elas, as derivadas de plantas podem desencadear
menos efeitos colaterais (KESSLER et al., 2006).

Aproximadamente 30% dos pacientes com melanoma desenvolvem a doenca
metastatica, e a sobrevida dos pacientes é curta quando as metastases séo detectadas
em multiplos sitios viscerais. A quimioterapia sistémica € paliativa, sendo as drogas
citotdxicas as mais utilizadas.

Os alcalbides das raizes de Nuphar pumilum, por exemplo, mostraram efeito
citotoxico em linhagens de leucemia humana (U937), melanoma murino (B16F10) e
fibroblasto humano (HT1080), através da inducdo de apoptose nas células,
possivelmente ativando as caspases-8 e —3 (MATSUDA et al., 2006).

Cinco novos alcaldides inddlicos, isolados das raizes de Rauwolfia serpentina
também apresentaram atividade citotoxica contra células da linhagem de leucemia
humana pré-mielocitica (HL-60). Os alcaldides inibiram as topoisomerases | e Il, tendo
sido o efeito tdo potente quanto o do composto de referéncia camptotecina (ITOH et al.,
2005).

Neste trabalho, investigou-se o efeito do extrato de casca de R. sellowii e de
suas fragbes sobre a proliferagéo de células de melanoma murino B16F10. Para isso,
iniciou-se com a confeccao do extrato. Segundo a literatura, o rendimento na obtencé&o
de extratos brutos € geralmente pequeno, variando em torno de 3 a 10% (LINO &
GARROTE, 2005; CAMPOS et al., 2005). Esses baixos rendimentos costumam
dificultar o teste de substancias vegetais, pois tornam necessario usar grandes
guantidades de material vegetal para o preparo dos extratos e subsequente
fracionamento. Contudo os rendimentos do ECRs e da FRA, respectivamente, 18% e
20,4% (TABELA 2), apresentaram-se ligeiramente acima destes padrbes usuais e

demonstraram uma extracdo efetiva, a qual resultou em uma fragéo rica em alcal6ides
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(FRA) confirmada pela reacdo de Dragendorff positiva. Dentre os reativos gerais para
pesquisa de alcaléides inddlicos, este é o mais sensivel (MANSKE & HOMES, 1952).

No fracionamento em coluna a vacuo, o primeiro solvente a ser eluido foi o
hexano. Este é altamente apolar e se faz necessario para a deslipidificacdo da amostra
a ser fracionada (CAMPOS et al.,, 2005). Na fragdo hexanica ndo foi encontrado
nenhum alcal6ide de interesse e esta fracao foi obtida em quantidade muito reduzida,
portanto, a mesma nao foi testada.

As fracBes diclorometano (3) e diclorometano/cloroférmio (4) apresentaram a
mesma corrida cromatografica em camada delgada (FIGURA 7), exibindo, cada uma,
um composto majoritario similar ao da outra. Estas fragbes, ap0s a evaporacao,
cristalizaram em seus respectivos balées. No fracionamento de alcaldides da Prosopis
juliflora, uma das fracdes (F32) cristalizou e analises cromatograficas demonstram que
esta poderia ser uma substancia pura. A F32 foi a fracdo mais efetiva em induzir
citotoxidade e reatividade em células da glia em cultura (SILVA et al.,, 2006). O
processo de cristalizag&o indicaria, portanto, a presenca de um composto com alto grau
de pureza, ou seja, uma substancia isolada. Portanto as fracdes (3) e (4) foram unidas
e passaram por outros processos de purificacdo por coluna cromatografica, na tentativa
de isolamento do composto antes dos testes em células B16F10. Apds a purificacdo, o
composto denominado Rs-1 foi testado. Contudo este n&o apresentou resultados
significativos sobre a proliferacdo celular e o conteddo de melanina das células B16F10
(GRAFICOS 8 e 9). Observando-se a FIGURA 7, pdde-se verificar nas corridas
cromatograficas que os compostos majoritarios das fracfes (3) e (4), apresentaram Ry
igual e maior (Rf rs-1= 0,78) do que o dos compostos separados na FRA e nas fracdes
de 5 a 9 (Rr o= 0,29 e R; g= 0,33). Isso demonstra que a constituicdo quimica do
alcal6ide de Rs-1 parece ser diferenciada em relagéo aos alcaléides A e B das demais
fracOes, sugerindo ser esta a razao para a auséncia de efeitos, ainda que o composto
estivesse isolado.

As fracdes (5) a (9) apresentaram uma corrida cromatografica muito semelhante
(FIGURA 7), possuindo dois compostos majoritarios polares similares em cada uma, os
quais foram eluidos com diversas propor¢cdes de acetato de etila e metanol. Além disso,

como também exibiram aspecto fisico semelhante em seus balbes, estas fra¢cdes foram
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reunidas, sendo que, a resultante, chamada de fragdo metandlica (FMeOH), foi testada
nos ensaios bioldgicos.

A FAQ, em nenhuma das concentrac¢des testadas, afetou a proliferagéao celular e
o contetdo de melanina das células B16F10 (GRAFICOS 10 e 11). Observando-se a
sua corrida cromatogréfica (coluna 10 na FIGURA 7) nota-se que os alcaldides
presentes nesta fragdo também tém composicdo quimica diferenciada dos alcaldides
presentes nas fracdes de (5) a (9), cuja resultante, a FMeOH, evidenciou-se como a
fracdo mais ativa.

Assim, 0 ECRs (GRAFICO 1), a FRA (GRAFICO 3) e a FMeOH (GRAFICOS 5 e
6) reduziram significativamente a proliferacdo e a viabilidade das células B16F10. A
FMeOH foi a que apresentou o maior efeito citotoxico sobre as células na maioria das
concentracgdes testadas (GRAFICOS 5 e 6). A partir da concentragéo de 2,5 mg/mL, em
24 h de tratamento, a fracdo foi citotdxica para 100% das células a ela submetidas.
Além disso, as células aderidas remanescentes apresentavam morfologia alterada,
demonstrando a citotoxicidade da fracdo (FIGURA 11).

Observando-se a placa cromatografica (FIGURA 7), nota-se que os dois
alcaléides majoritarios presentes na FRA seriam 0s mesmos que se apresentaram nas
fracbes de (5) a (9). Ou seja, estes compostos estariam sob um maior grau de
isolamento na FMeOH. Os consistentes efeitos citotoxicos da FMeOH poderiam, entéo,
ser justificados por este isolamento, induzido pelo fracionamento, dos alcaldides
responsaveis pelos mesmos, pois isto favoreceria sua atividade. O efeito citotoxico,
portanto, sofreria aumento seguindo o fracionamento, ou seja, 0 menor efeito visto com
0 ECRs; o efeito intermediario com a FRA e o maior, com a FMeOH. Desta forma,
podemos sugerir que esses alcaldides é que seriam 0s responsaveis pelo efeito de
citotoxicidade obtido, embora mais estudos sejam necessarios para confirmar esta
hipotese e para elucidar o mecanismo de acdo dessas substancias.

A atividade de alcaldides diversos sobre células pigmentares tem sido
frequentemente investigada. Por exemplo, o extrato de Rauwolfia radix, que induziu
aumento da citotoxidade de células T ativadas contra células do tumor Molt-4 e T98G
em cultura, foi capaz de aumentar a secrecao das citocinas interferon-gama (IFN-g) e

fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (JIN et al., 2002).
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O alcaldide oxoisoaporfina, isolado das raizes de Menispermum dauricum,
também apresentou atividade citotoxica sobre quatro linhagens de células
transformadas (YU et al., 2001), incluindo melanomas. Além disso, os alcaldides
cumarina e acridona, isolados das raizes de Boenninghausenia japonica NAKAI,
inibiram o crescimento de células de adenocarcinoma gastrico humano (MK-1),
carcinoma uterino humano (HeLa) e melanoma murino (B16F10) (CHAYA et al., 2004).

Finalmente, o alcaléide matrine um composto isolado da Sophora flavescens,
espécie muito utilizada na medicina tradicional chinesa, induziu inibicdo significativa
dose e tempo-dependente da proliferagdo, adeséo e invasao de células de melanoma
maligno humano A375 em cultura, podendo, portanto, inibir a metastase celular in vitro
(LIU et al., 2008).

Resultados anteriores mostraram que o extrato hidroalcodlico fluido de casca de
R. sellowii inibia significativamente a proliferacdo das células de melanoma murino
B16F10 sem afetar sua viabilidade exercendo, portanto, um efeito citostatico, mas nao
citotoxico (SIENNA et al., 2006). J&4 o ECRs (GRAFICO 1), a FRA (GRAFICO 3) e a
FMeOH (GRAFICOS 5 e 6) aqui testados reduziram a viabilidade das células
exercendo, portanto, efeito citotoxico. Essa diferenca de efeitos pode ser devida ao
procedimento de extracdo efetuado para obtencdo dos dois extratos (fluido e bruto), o
qual levaria a presenca de compostos diferentes em cada um deles. Confirmando os
resultados aqui expostos, testes de atividade antiproliferativa em cultura de células
tumorais, incluindo a linhagem de melanoma UACCG62, mostraram resultados
preliminares indicativos de atividade citotéxica do extrato etandlico alcaloidico obtido
das cascas de R. weddeliana. Essa espécie de Rauwolfia também é rica em alcaldides
inddlicos, alguns dos quais, inclusive, ja isolados (KATO et al., 2000).

A berberina, outro alcaldide extraido das raizes das espécies de Berbis, Coptis e
Hydrastis, induziu arrastamento do ciclo celular e apoptose em diversas linhagens
malignas de cancer. Portanto este alcaldide tem sido considerado um potencial agente
terapéutico anti-tumoral (PEREIRA et al., 2007). Em linhagens de melanoma murino
K1735-M2 e humano WM793 a berberina exibiu um efeito multi-fasico, tendo sido, as
perturbacdes no ciclo celular, dependentes da concentracdo utilizada do alcaldide. As

baixas concentragfes acumulam-se nas mitocéndrias e resultam em arrastamento do
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ciclo para G1, enquanto as concentra¢cdes maiores tendem a acumular-se no nucleo e
no citoplasma e levam a G2. Portanto as diferentes concentracdes de berberina levam
a respostas celulares distintas em fungcéo do padrao de distribuicéo intracelular deste
alcaldide, o qual poderia funcionar como um agente citostatico ou citotéxico (SERAFIM
et al., 2008).

A sintese de melanina ocorre no interior dos melanossomos, organelas derivadas
dos endossomos e inicia-se com a enzima tirosinase que é essencial para o processo.
A enzima sintetiza dopaquinona a partir da tirosina, sendo considerada o passo
limitante para o processo de melanogénese (LEE et al., 2005). Para que a biossintese
ocorra, algumas condicbes sdo necessarias, incluindo a presenca de tirosinase na
membrana do melanossomo, de substrato, o aminoé&cido tirosina, de condi¢cdes
enzimaticas favoraveis a atividade da tirosinase e de um pH acido no melanossomo
(BRILLIANT, 2001).

A concentracdo de 10 mg/mL da FRA, e as concentragdes de 0,5; 2,5; 3 e 5
mg/mL da FMeOH aumentaram significativamente o conteido de melanina das células
B16F10, resultado, este, significativamente diferente do controle-basal e do controle-
eluente (GRAFICOS 4 e 7). Apos o tratamento com a FRA e FMeOH, o pellet das
células apresentou-se visualmente mais escuro em relagdo ao das células controle,
confirmando o aumento do conteddo de melanina (FIGURA 12). Contudo o aumento da
sintese de melanina, induzido pelas fracbes ndo foi tdo pronunciado quanto o
desencadeado pelo hormbénio a-MSH e pelo ativador de adenil ciclase, forscolina
(GRAFICO 12). Essas substancias foram utilizadas como controles-positivos para os
experimentos de conteldo de melanina, visto que a melanogénese é estimulada pelo
aumento das concentragdes intracelulares de monofosfato ciclico de adenosina (AMP),
0 que pode ser desencadeado pelo horménio a-MSH, ou por um agente exdégeno como
a forscolina (NEWTON et al., 2007).

Diversos efetores podem estar envolvidos no aumento da sintese de melanina
induzido pelas fragfes, tais como agentes que aumentam os niveis de AMP. (a-MSH,
forscolina, isobutilmetilxantina - IBMX) e compostos vegetais. Existem duas importantes
vias de sinalizacdo envolvidas na indugdo da melanogénese: a via mediada por

proteina quinase C (PKC) e a via mediada por AMP.. A participa¢cdo da PKC na inducéo
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da melanogénese ainda nao foi totalmente elucidada; ja o AMP.tem um papel chave na
regulacdo do processo, aumentando ndo sO a atividade da tirosinase pré-existente,
como também, a quantidade de mRNA da enzima. Através da ativagdo da proteina
quinase dependente de AMP. (PKA) e da proteina de ligagdo ao CRE (CREB; CRE:
elemento responsivo a AMP.), o AMP, promove o0 aumento da transcricdo do MITF,
fator crucial para o desenvolvimento e diferenciacdo dos melandcitos e para a
transcricdo da proteina tirosinase (LEE et al., 2007). Sendo a tirosinase a enzima passo
limitante para o processo de melanogénese, tanto um aumento na sua expressao como
na sua atividade poderiam levar a um aumento do conteddo de melanina. Assim
havendo elevagdo dos niveis de MITF, aumentaria a transcricdo de tirosinase e,
conseqientemente, seu efeito sobre a sintese de melanina. A forscolina € capaz de
aumentar os niveis de MITF, enquanto que o resveratrol, um agente despigmentante
encontrado no vinho tinto, mantém esses niveis inalterados (NEWTON et al., 2007).

Nao foram encontrados estudos descrevendo o efeito de alcaldides sobre a
melanogénese, mas existem diversos compostos vegetais com efeitos sobre este
processo descritos em literatura. O extrato dos graos de Vigna angularis, por exemplo,
induziu aumento na melanogénese de células B16 em cultura e na pigmentacédo da
pelagem de camundongos C3H. Esse extrato ativa exatamente a adenilil ciclase e as
vias de proteinas quinases, resultando em um aumento da melanogénese (ITOH &
FURUICHI, 2005).

A guercetina, um flavondéide encontrado em diversas espécies vegetais, estimula
a melanogénese em células de melanoma humano e em melandcitos normais, a partir
do aumento da atividade e da sintese da tirosinase (NAGATA et al., 2004).

O acido rosmarinico € um composto natural encontrado nas espécies do género
Labitae. Este também foi capaz de induzir a melanogénese a partir da ativacdo da via
de sinalizac&o da PKA e aumento da expresséo de tirosinase (LEE et al., 2007).

Por daltimo, a glicirrizina, presente em grandes quantidades nas raizes de
Glycyrrhiza glabra induziu a melanogénese atravées do aumento dos niveis
intracelulares de AMP. exatamente em células de melanoma murino B16F10 (LEE et
al., 2005).
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Alguns flavonodides, como kurarinol, kuraridinol e a trifolirrizina, extraidos das
raizes de Sophora flavescens podem inibir a sintese de tirosinase e,
conseqientemente, a melanogénese. Este efeito de inibicdo da melanogénese foi
mediado pela reducédo dos niveis de AMP. (HYUN et al., 2008). A S. flavescens é uma
espécie que também possui alcaldides, os quais inibem a proliferacdo de células de
melanoma maligno humano, conforme ja descrito.

O ECRs ndo induziu efeitos significativos no contetido de melanina (GRAFICO
2). E provavel que neste, os alcaldides responséaveis pelo aumento da melanogénese
induzido pelas fragdes FRA e FMeOH néo tenham atingido a concentracdo necessaria
para desencadear o efeito. O ECRs € um extrato bruto, portanto contém todas as
substancias extraidas da casca de R. sellowii, ndo apenas os alcalbides; além de outros
contaminantes como gorduras e outros compostos sem atividade biologica (SOUZA et
al., 2000).

A melanina é um heteropolimero irregular que consiste de unidades
monomeéricas derivadas da oxidag&do enzimatica do aminoacido tirosina. O processo de
sintese de melanina ocorre em organelas acidas especializadas, os melanossomos.
Conforme ja descrito, a presenca de um pH acido no melanossomo é uma condi¢céo
necessaria para que a biossintese de melanina ocorra. No entanto ainda nao foi
elucidado o fato do processo de polimerizacdo da melanina in vitro (cell free system)
requerer um pH alcalino, enquanto que in vivo 0 meio &cido predominar no
melanossomo e ser essencial para a maxima interacdo entre proteinas e melanina. Esta
discrepancia poderia ser explicada pela hipétese de que a enzima tirosinase seria ativa
em pH &cido, mas outras proteinas melanossomais que teriam um papel importante no
processo de sintese da melanina estariam relacionadas a exigéncia do pH alcalino.
Sabe-se, inclusive, que in vivo o polimero de melanina estaria ligado a proteinas como
condic&o essencial para a sua formacéo. In vivo, o pH melanossomal estaria entre 3 e
5, assim a formacdo do polimero somente seria possivel quando as proteinas
estruturais melanossomais fornecessem nichos alcalinos com suas cadeias laterais de
aminoacidos (MANI et al., 2001).

O ECRs, a FRA e a FMeOH; foram solubilizados com solu¢gbes de &acido

cloridrico, mas como pbde ser visto nos graficos 2, 4 e 7, ndo houve efeito significativo

51

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

do eluente no conteudo de melanina das células B16F10. O pH &cido do eluente ndo
inibiu a melanogénese, e poderia colaborar para o processo, porém, como O
melanossomo possui mecanismos para a regulacdo do pH, a presenca do &cido
cloridrico ndo afetou significativamente o conteddo de melanina. A proteina pink ou
proteina p, por exemplo, € uma proteina de membrana melanossomal, a qual é
responsavel pela compensacdo do balanco eletrogénico de prétons garantindo a
acidificacéo necessaria para a sintese de melanina (BRILLIANT, 2001).

Por outro lado, alguns autores sugerem que a producdo de melanina deve ser
finamente controlada e compartimentalizada, pois a mesma pode ser um produto téxico
para a célula que a contém (BRILLIANT et al., 2001). Segundo Hill (1997), a melanina
seria como uma “faca de dois gumes”, pois pode agir como fotoprotetora ou
fotosensibilizadora. O pigmento teria um pequeno efeito de sensibilizacdo do DNA, o
qual desregularia o meio intracelular (HILL et al., 1997). Por esta razdo, os melandcitos
possuem complexos mecanismos bioguimicos intracelulares para
compartimentalizacdo, detoxificacdo ou reparo do DNA quando ha algum
comprometimento celular (TOLLESON, 2005). Durante o processo de sintese de
melanina a partir da tirosina, um grande nimero de agentes potencialmente citotdéxicos
sao formados, incluindo quinonas e peréxido de hidrogénio. Esta pode ser a razdo para
0 processo ocorrer no interior das organelas (melanossomos), pois assim estes
mondmeros citotdxicos ndo reagiriam com outros componentes citosolicos (MANI et al.,
2001).

No entanto a melanina é normalmente referida como fotoprotetora da pele
humana, sendo a principal defesa do organismo contra a foto-carcinogénese. Ela age
inibindo a formacéo de produtos do DNA que s&o induzidos pela luz UV, portanto, o
aumento da melanogénese faz parte das respostas cutaneas protetivas. Algumas
evidéncias mostram que o dano no DNA e/ou o reparo do mesmo é um sinal para
pigmentacdo em resposta a UV (ELLER et al., 1996). Os alcaloides criptolepina,
matadina e serpentina, isolados de raizes das espécies africanas Cryptolepis
sanguinolenta, Strychnos gossweileri e Rauwolfia serpentina, respectivamente,
apresentaram atividade citotoxica sobre as células de melanoma murino B16F10. Estes

ligaram-se firmemente ao DNA, estabilizaram o complexo covalente topoisomerase II-
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DNA e estimularam o corte do DNA por esta enzima. Tal estudo sugeriu que o DNA e a
topoisomerase |l s&o dois alvos intracelulares potenciais para o mecanismo de acédo
dos citados alcaldides sobre as células testadas (DASSONNEVILLE et al., 1999).
Sendo assim, os alcaldides da R. sellowii poderiam apresentar esta mesma atividade e
os fragmentos gerados de DNA seriam capazes de induzir a melanogénese e
desencadear o resultado observado. Desta forma, a citotoxidade das fracbes FRA e
FMeOH poderia ser exacerbada com o aumento da melanogénese. Contudo estudos
mais aprofundados sdo necessarios para realmente elucidar os mecanismos envolvidos
nesse aumento.

Para a continuidade desses estudos, por exemplo, os efeitos do ECRs e suas
fragbes devem ser futuramente investigados em melanocitos normais. Nas células de
melanoma murino B16F10, a FRA e a FMeOH induziram a um efeito citotoxico e
aumento do conteddo de melanina. Se as fracdes nado induzirem um efeito
hipermelanogénico nos melandcitos normais, as mesmas apresentariam grande
potencial para o desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos.

O flavonol quercetina induz efeitos semelhantes aos apresentados pelas fragoes
de R. sellowii estimulando a melanogénese em células de melanoma, através do
aumento da atividade tirosindsica e da diminuicAo de fatores de inibicdo da
melanogénese (NAGATA et al., 2004). Este mesmo composto inibiu significativamente
a proliferacdo de células B16-BL16, em incubacdo de 48 h, e a metastase destas
células, através da parada do ciclo celular, com inducdo de apoptose e diminuicdo da
expressao da proteina Bcl-2 (ZHANG et al., 2000). Em estudo subseqlente, observou-
se que os mecanismos moleculares da inducdo de apoptose nestas células pela
guercetina incluem perda do potencial de membrana mitocondrial, aumento da atividade
da caspase-3, inibicdo da expresséo de Bcl-2 e PKC-alfa e inducéo da translocacgéo de
PKC-delta (ZHANG et al., 2005). No entanto, a quercetina também induz aumento de
melanogénese em melandcitos humanos normais (NAGATA et al., 2004) o que pode
dificultar o seu emprego como agente quimioterapico.

O conjunto de resultados apresentados neste estudo revelaram efeitos
interessantes e ainda desconhecidos de Rauwolfia sellowii, reafirmando o grande

potencial deste vegetal sob investigacdo. Assim, tais resultados podem vir a se
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constituir em uma base de dados cientificos referente a esta espécie vegetal, que pode
ser incluida em investigacbes de futuros agentes terapéuticos contra patologias
pigmentares. O entendimento dos mecanismos pelos quais as fracdes desencadearam
os efeito citotoxico e hipermelanogénico, bem como o isolamento final dos compostos
responsaveis pelos mesmos, pode colaborar para o desenvolvimento de novos agentes

guimioterapicos e/ou terapéuticos para 0 melanoma e outras patologias pigmentares.
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6. CONCLUSOES

a preparacao de cultura de células de melanoma murino B16F10 revelou-se um
ensaio sensivel ao teste do efeito de substancias vegetais sobre viabilidade e
contetdo de melanina.

0 ECRs exerceu efeito citotéxico, mas ndo alterou o conteudo de melanina das
células B16F10.

a FRA e a FMeOH, no entanto, apresentaram-se como citotoxicas e
hipermelanogénicas sobre as células B16F10.

os alcaloides das frac6es FRA e FMeOH de R. sellowii podem ser as substancias
responsaveis pelos efeitos bioldgicos aqui observados.

mais estudos sd0 necessarios para esclarecer os mecanismos de acdo e
compostos isolados responsaveis pelas atividades bioldgicas aqui apresentadas
e o potencial de Rauwolfia sellowii como fonte de substancias a serem

empregadas contra patologias pigmentares.
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