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RESUMO

Terapias antitumorais baseadas em efeitos anti-inflamatérios vém sendo
consideradas no tratamento do cancer. A sobrevivéncia, proliferacdo e,
eventualmente, invasdo e metastase das células tumorais sao reguladas por
mediadores inflamatoérios locais. Citocinas inflamatérias primarias, como o
Fator de Necrose Tumoral (TNF), podem ser alvos para a terapia anticancer.
Diversos anti-inflamatérios isolados de produtos naturais vém ganhando
importancia como quimiopreventivos e agentes terapéuticos para o cancer. O
objetivo deste trabalho foi investigar a expressédo dos genes TNF-a, NF-kB e
p38a, associados a proliferacédo e inflamagcdo em células de linhagem Caco-2
tratadas com extratos etandlico e hexanico obtidos de Calyptranthes grandifolia
0O.Berg (Myrtaceae). Células Caco-2 foram cultivadas e tratadas com o extrato
vegetal em diferentes concentracdes (200, 100, 50 e 25 pg/mL), e estimuladas
com LPS. Para analise da expressdo génica foi realizada a extragcdo de RNA
total pelo método de Trizol®, seguido da sintese de DNAc (DNA complementar)
e analise por gPCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real).
Dentre os genes avaliados, observou-se uma diminuicdo da expressao de TNF-
a nas concentracbes de 100 e 200 pg/mL apenas no extrato etandlico
(p<0,025, ANOVA e Teste de Tukey). O gene p38a apresentou uma tendéncia
a aumento da expressao apenas no tratamento com extrato etandlico e o gene
NF-kB nao apresentou variagcdes significativas em ambos o0s extratos
analisados. Pode-se concluir que o extrato etandlico pode apresentar atividade
anti-inflamatéria nas concentracdes testadas através da diminuicdo de TNF-a.
Contudo, estudos complementares como analises de genotoxicidade, proteina,
dentre outras, devem ser realizadas a fim de confirmar o seu potencial efeito
anti-inflamatoério.

Palavras-chave: Inflamacéo, cancer, expresséo génica, gPCR, Calyptranthes
grandifolia.



ABSTRACT

Anti-tumor therapies based on anti-inflammatory effects have been considered
in cancer treatment. Survival, proliferation and, eventually, invasion and
metastasis of tumor cells are regulated by local inflammatory mediators.
Primary inflammatory cytokines, such as Tumor Necrosis Factor (TNF), can be
targets for anticancer therapy. Several anti-inflammatory isolated from natural
products are acquiring importance as chemopreventive and therapeutic agents
for cancer. This study aimed to investigate the expression of TNF-a, NF-«kB and
p38a genes, associated with proliferation and inflammation in Caco-2 cell line
treated with ethanolic and hexanic extracts of Calyptranthes grandifolia O.Berg
(Myrtaceae). Caco-2 cells were cultured and treated with plant extract at
different concentrations (200, 100, 50 and 25 ug/ml) and stimulated with LPS.
For gene expression analysis was performed a total RNA extraction by Trizol®
method, followed by the synthesis of cDNA (complementary DNA) and analysis
by qPCR (Polymerase Chain Reaction in Real Time). Among the evaluated
genes, there was a decrease in TNF-a expression in 100 and 200 ug/ml
concentrations only on ethanolic extract (p <0.025, ANOVA and Tukey test).
The p38a gene showed a tendency to increase expression only in treatment
with ethanolic extract and NF-kB gene did not present significant variations in
both analyzed extracts. It can be concluded that ethanolic extract may present
an anti-inflammatory activity on tested concentrations by decreasing TNF-a.
However, further studies as genotoxicity analysis, protein, among others, should
be performed to confirm its potential anti-inflammatory effect.

Keywords: inflammation, cancer, gene expression, gPCR, Calyptranthes
grandifolia.
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1 INTRODUCAO

O cancer resulta de um crescimento descontrolado de uma populacao
de células de um determinado tecido. O seu desenvolvimento requer pontos
fundamentais como proliferacdo autossuficiente, insensibilidade a sinais anti-
proliferativos, evasao da apoptose, potencial replicativo ilimitado, manutencéo e
aumento da vascularizagéo. Ainda, em casos de malignidade, temos a invaséo
tecidual e metastase (HANAHAN et al., 2000).

A associacdo entre o cancer e a inflamacdo é amplamente descrita
(BALKWILL et al., 2001; COUSSENS et al., 2002). Em meados do século XIX
foi descrito que o cancer tinha origem em locais com inflamagao cronica a partir
de agentes que causariam dano tecidual e aumento da proliferacdo celular.
Atualmente sabe-se que a proliferacdo celular, apenas, ndo tem acao
carcinogénica, porém, a manutencdo da proliferacdo celular em um ambiente
rico em células inflamatdrias, fatores de crescimento, estroma ativo e agentes
indutores de dano no DNA estdo relacionados ao desenvolvimento da
patologia. Ainda, a expressdo de alguns genes frequentemente é relacionada
de forma negativa com o estagio do cancer e seu prognostico (BALKWILL et
al., 2001; CHANG et al., 2004; WANG et al., 2006; GALON et al., 2006).
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A resposta inflamatoria organiza as defesas do organismo e medeia a
reparacao dos tecidos e sua regeneracédo. Este processo pode ocorrer devido a
um dano tecidual causado por acdo infecciosa ou ndo. Estudos
epidemioldgicos apontam que ha uma conexdo entre a inflamacdo e uma
predisposicdo para o desenvolvimento de cancer sendo que inflamacfes de
longo prazo podem levar ao desenvolvimento de displasia (KUPER et al.,
2000). Condicdes associadas a irritacdo cronica e posterior inflamacéo
apresentam maior predisposicdo ao cancer, como exposicdo em longo prazo
ao cigarro, amianto e silica (BALKWILL et al., 2001; COUSSENS et al., 2002).

Mesmo em tumores em que a relagdo causal da inflamagéo nao tenha
sido estabelecida, estes sdo caracterizados por apresentar uma inflamacéo
latente. As células inflamatérias e seus mediadores estdo presentes em
tumores e estudos sugerem que oncogenes de diferentes classes moleculares
conduzem a producdo de mediadores inflamatérios (BALKWILL et al., 2001). A
combinacdo de anti-inflamatérios com a quimioterapia tradicional pode ser
eficiente na inibicdo do crescimento tumoral e melhorar a sobrevida do
paciente. Porém, é importante avaliar a relacdo entre a via antitumoral e pro-

tumoral da via inflamatoria (ZHU et al., 2012).

O processo inflamatério envolve a expressao de diversas proteinas
inflamato6rias como citocinas, quimiocinas, enzimas que catalisam mediadores
inflamatorios, receptores para mediadores inflamatérios e moléculas de
adesdo. Muitas destas estdo presentes em células normais, porém, em
doencas inflamatorias, por exemplo, sua producédo € aumentada. Variacdes na
expressdo desses genes sdo reguladas por fatores de transcricdo, e 0 seu
excesso de ativagao pode estar relacionado com a prolongacgéo da liberacao de
citocinas inflamatorias (BARNES, 1994). A inativagdo do NF-xB, familia de
fatores transcricionais para indugédo da inflamagéo, mostra uma diminuigdo na

frequéncia de tumores visiveis (GRETEN et al., 2004).
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A p38 MAPK é um elemento chave na producdo de mediadores
inflamatorios, incluindo o TNF-a. Sua via de sinalizacdo desempenha um papel
importante na regulacdo de processos celulares, principalmente a inflamacao
(YANG et al., 2012; BYEON et al., 2011; GARCIA et al.,, 1998). Uma alta
expressdo de p38 ativo € demonstrada em doencas inflamatérias, como
gastrite, colite, artrite e hepatite (YANG et al.,, 2013; YU et al., 2012). As
subunidades p38a e p386 estdo altamente expressas em macrofagos,
enquanto a subunidade p38B nao é detectada (YANG et al., 2014).

Diversos estudos demonstram o efeito do uso de plantas medicinais que
podem ser utilizados para diversas patologias, incluindo o cancer (RASUL et
al., 2012; RASUL et al., 2011; LEE et al.,, 2010; JANG, 2010). Todavia, sé&o
necessarios estudos in vitro e in vivo para melhor compreensdo de suas

propriedades e efeitos em vias de sinalizacdo especificas.

O Brasil apresenta a maior diversidade de espécies de plantas do
mundo. Porém, menos de 10% passaram por estudos a fim de avaliar suas
caracteristicas bioldgicas e menos de 5% passaram por estudos fitoquimicos
detalhados. Assim, h& pouco conhecimento sobre seu potencial citotéxico em

linhagens celulares tumorais (FERREIRA et al., 2011).

A familia Myrtaceae tem grande importancia nas florestas tropicais.
Véarios membros da familia sédo utilizados na medicina popular e estudos ja
demonstraram diversos efeitos biologicos da planta (STEFANELLO, 2011; DI
STASI et al., 2002; PASCOAL et al., 2014; MICHEL et al., 2013). Esta familia
apresenta metabolitos secundarios importantes como taninos, flavonoides,
Oleos essenciais e &cidos triterpenoides (JORGE et al.,, 2000). Estes
compostos podem ser encontrados de acordo com o extrato produzido. Extrato
etandlico é denominado polar e o hexanico, apolar. Assim, essas

caracteristicas permitem que diferentes compostos sejam extraidos.



16

1.1 Tema

Expressdo de genes relacionados a alteragbes precursoras de
neoplasias tratadas com extratos de Calyptranthes grandifolia O. Berg.

1.2 Delimitac&o do tema

Andlise da expressdo de genes relacionados a alteracdes precursoras
de neoplasias em células de adenocarcinoma colorretal da linhagem Caco-2

tratados com extratos etandlico e hexanico de Calyptranthes grandifolia.

1.3 Problema

Através deste estudo, pretende-se responder as seguintes questdes:
- Ha variacao na expressao de genes relacionados a alteragdes precursoras de
neoplasias em células de adenocarcinoma colorretal da linhagem Caco-2
tratados com extratos vegetais de Calyptranthes grandifolia?
- Ha diferenca na expressdo dos genes em estudo conforme o tipo de extrato

utilizado (etandlico e o hexanico)?

1.4 Hipétese

A hipotese a ser testada pelo presente estudo é:
- O extrato de Calyptranthes grandifolia pode alterar a expressédo de TNF-q,
NF-kB e p38a em células de adenocarcinoma colorretal da linhagem Caco-2,
podendo estar associado ao possivel potencial anti-inflamatorio e antitumoral

da planta.
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1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo Geral

Investigar a expressao de genes associados a proliferacdo e inflamacéo
em células de linhagem Caco-2 tratadas com extratos obtidos de Calyptranthes

grandifolia.

1.5.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a expresséo dos genes NF-«xB, TNF-« e p38a em células da linhagem
Caco-2 tratadas com extrato etanodlico Calyptranthes grandifolia.
- Avaliar a expresséo dos genes NF-«xB, TNF-a e p38a em células da linhagem

Caco-2 tratadas com extrato hexanico de Calyptranthes grandifolia.

1.6 Justificativa

A inflamac&o associada ao cancer € um alvo atraente de futuras terapias
antitumorais. Estudos populacionais demonstraram que a utilizacao prolongada
de &cido acetilsalicilico ou outras drogas anti-inflamatorias ndo esteroidais
retardam o desenvolvimento de adenomas pré-malignos e também pode
reduzir a incidéncia de diferentes formas de neoplasia (BERTAGNOLLI et al,
2006; KOEHNE et al., 2004; FLOSSMANN et al., 2007; CHAN et al., 2007;
WEBER et al., 2007).

As citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento podem desempenhar
o papel chave na interacdo entre as células tumorais, vaso sanguineo e
leucécitos infiltrantes. A presenca de componentes inflamatérios no
microambiente da maioria dos tecidos neoplasicos frequentemente resulta
numa maior angiogénese, resisténcia a hormonios (quando tumores hormonio

dependentes) e inibicdo da imunidade adaptativa antitumoral. A sobrevivéncia,
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proliferacdo e, eventualmente, invasdo e metastase das células tumorais sao
reguladas por mediadores inflamatdrios presentes no local do tumor
(GERMANO et al., 2008).

Citocinas inflamatdrias primarias como a Interleucina 1 (IL-1) e Fator de
Necrose Tumoral (TNF) expressas pela infiltracdo de leucocitos e células
tumorais, sao alvos para a terapia anticancer. Estratégias anticitocinas contra
tumores sao estudadas a partir de inibidores de TNF em algumas doencas
inflamatorias (BARTLETT et al.,, 1997). Ensaios clinicos com antagonistas de
TNF-a combinado ou ndo com outras terapias foram realizados em pacientes
com cancer. Nos casos de cancer sdlido avancado, o antagonista de TNF-a foi
bem tolerado e evidenciou a atividade bioldégica e resposta parcial de
carcinoma renal ou estabilizacdo da doenca (MADHUSUDAN et al., 2005;
HARRISON et al., 2007).

A permanente ativagdo do NF-xB contribui de forma ativa na
tumorigénese, através da promocado da progresséo do ciclo celular e inibicdo
da apoptose. Sua ativacdo pode ocorrer através do TNF-a, assim, a inibicdo
deste fator poderia auxiliar em terapias de cancer que visem a apoptose.
(GARG et al., 2002; BEG et al., 1996). A inibicdo do NF-xB esta ligada a
apoptose e retardo no crescimento celular, podendo contribuir no tratamento de
cancer (STROH et al., 2003).

A MAPK p38 pode ter atividade supressora de tumor, através da
regulacéo do gene p53, por exemplo, interferindo na progressao do ciclo celular
e induzindo a apoptose. Porém, pode apresentar também uma atividade
oncogénica, pois pode estar relacionada com processos como a invasao,
inflamagéo e angiogénese, os quais sdo fundamentais no desenvolvimento de
um tumor (DOLADO et al., 2008).

7z

A utilizacdo de produtos naturais com propriedades terapéuticas é um

hébito tdo antigo quanto a humanidade. As plantas constituem uma grande
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fonte de substéancias ativas que podem ser usadas na medicina terapéutica
pois seus metabdlitos apresentam uma grande diversidade estrutural
(BRANDAO, 2010). Diversos anti-inflamatérios de produtos naturais foram
extraidos de frutas, vegetais, especiarias e ervas medicinais tradicionais e
estes vem ganhando importancia como quimiopreventivo do cancer e como
agentes terapéuticos (ARAVINDARAM et al., 2010).

Estudos demonstram que diferentes extratos podem influenciar na
expressdo de TNF-a, NF-xB e p38. Estudo realizado com extrato de Prunella
vulgaris (Lamiaceae) demonstrou que houve reducdo da ativacdo de NF-xB,
supressdo da fosforilacdo de p38 e ERK induzido por TNF-a e ndo houve
producdo de TNF-a, inibindo a adesdo de mondcitos/macrofagos THP-1 em
células do musculo liso aértico (PARK et al., 2013). Outro estudo utilizando
extrato de Picea mariana (Pinaceae), demonstrou inibicdo da liberacdo de
VEGF induzida por TNF-a em queratindcitos psoriaticos e normais. Foi
observada a inibicdo da fosforilacdo e degradacéo de IkBa induzido por TNF-a
e inibicdo da fosforilacdo de NF-«xB p65 (GARCIA-PEREZ et al., 2014).

Nas ultimas duas décadas, os produtos fitoterapicos alcancaram um
papel de grande importancia na descoberta de novas drogas para o cancer
(BHANOT et al., 2011). Drogas derivadas de produtos naturais com atividade
antibacteriana,  anticoagulante,  antiparasitaria, imunossupressora e
anticancerigena sdo capazes de tratar 87% das doencas humanas
categorizadas (NEWMAN et al, 2000). Entre os 128 farmacos
anticancerigenos liberados no mercado entre os anos de 1981 e 2010, 12 eram
produtos naturais e 32 derivados destes, provenientes de diversas fontes como
plantas e microrganismos. O total de pequenas moléculas para tratamento de
cancer liberadas desde 1940 até 2010 é de 175, sendo que 131 moléculas sdo

inspiradas em produtos naturais (NEWMAN et al., 2012).

Alguns quimioterapicos langados no mercado originados de produtos

naturais s&o: vimblastina (Velban®) e vincristina (Oncovin®) ambas extraidas de
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Catharrantus roseus (MAGNOTTA et al.,, 2006). Outros farmacos como
etoposideo (Vepeside®), teniposideo (Vumon®) e taxol (Paclitaxel; Taxol®),
foram lancados para utilizagdo na terapia para o cancer nas ultimas décadas
(WANG, 1998a), os quais fortaleceram a busca da industria farmacéutica por

moléculas de interesse terapéutico em produtos naturais (VIEGAS et al., 2006).

O estudo de novas plantas com potencial anti-inflamatério, anti-tumoral e
anti-carcinogénico apresenta grande importancia biotecnoldgica, possibilitando
o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento do cancer. Diversos
membros da familia Myrtaceae ja foram estudados e apresentaram diferentes
atividades, como antidiarreico, antimicrobiano, antioxidante, antitumoral,
antirreumatico, anti-inflamatorio e ainda, como redutor de colesterol circulante
(STEFANELLO, 2011; DI STASI et al., 2002). Ainda nao existem estudos sobre
a atividade da Calyptranthes grandifolia, tornando-se um estudo de grande
importancia devido ao potencial que a familia Myrtaceae pode apresentar para

o tratamento de processos inflamatoérios e tumorais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Inflamagéo e cancer

A carcinogénese é um processo dinamico, multifatorial, e de longo prazo
que envolve varios fatores complexos e vias de sinalizagdo. A fase de iniciacao
do cancer é seguida de uma fase de progressdo, culminando, em alguns
casos, em metadstase que conduz a uma disseminacdo descontrolada do
cancer pelo corpo. Porém, apesar de as fases de iniciagdo e promocédo do
cancer serem importantes, evidéncias sugerem que a inflamagdo é um
componente critico na progressao tumoral. Muitos canceres surgem a partir de
locais com infeccdo, irritacdo cronica e inflamacdo. Além disso, o
microambiente do tumor €, em grande parte, orquestrado por células
inflamatérias (macréfagos), sendo um participante indispensavel no processo
neoplasico, auxiliando na proliferacdo, sobrevivéncia celular e migracéo

(FEARON et al., 1990; HANAHAN et al., 2000; PAN, et al., 2008).

Diversos produtos de genes proé-inflamatérios foram identificados,
atuando em conjunto para mediar um papel critico na supressédo de apoptose,
proliferacéo, angiogénese, invasao e metastase de tumores. Entre os produtos
de genes estdo o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a); outros membros da
familia das interleucinas, como IL-7a, IL-18, IL-6, IL-8, IL-18; quimiocinas, como
Mip-3a, CXCL12; fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
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ciclooxigenase-2 (COX-2), e 5-lipoxigenase (5-LOX). A expressédo destes
genes é regulada principalmente pelo fator de transcricio NF-xB que é
constitutivamente ativo na maioria dos tumores e é prontamente induzida por
Varios agentes carcinogénicos quimicos, promotores de tumor, proteinas virais
carcinogénicas, agentes quimioterapicos e radiacdo gama (SURH, 2003;
AGGARWAL et al., 2006).

A MAPK p38 é uma proteina que também pode apresentar envolvimento
no desenvolvimento de tumor. Além disso, pode regular positivamente o NF-
kB, que esta relacionado com a proliferacéo e sobrevivéncia celular e, por sua

vez, pode regular positivamente o TNF-a (Figura 1).
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FIGURA 1. Representa¢do das vias de sinalizacdo do TNF-a, NF-xB e p38a. Adaptado de Kim
et al. 2013.



23

2.2 NF- xB

O gene NF-xB é um fator de transcricdo descoberto em 1986 como um
fator nuclear regulador da expressao génica de imunoglobulinas em células B
ativadas (SEN et al., 1986). Este gene € expresso em quase todos os tipos
celulares (MAY et al.,, 1998) e estd envolvido no controle da expressao de
diversos genes ligados a resposta imuno-inflamatéria (HOFFMANN et al.,
2006). O NF-xB € um heterodimero formado por duas subunidades: uma
proteina de 50kDa denominada p50 ou NF-xB-1 e outra proteina de 65kDa
denominada de p65 ou RelA (BAEUERLE et al., 1988). O gene da subunidade
NF-xB-1 esta localizado no braco longo do cromossomo 4 na posicdo 24
(4924) (OMIM, 2014).

NF-xB-1 e NF-xB-2 sao denominados p50 e p65, formando um
complexo NF-«xB. Este complexo é inibido por proteinas I-kappa-B que inativam
o NF-xB. Estas proteinas associam-se a dimeros de NF-«B, formando trimeros
(p50/p65/1kB). Esta conformacéo impede que o NF-xB se ligue ao DNA dentro
do nudcleo, retendo este complexo no citoplasma da célula. A ativacdo do NF-
kB pode ocorrer por diferentes estimulos extracelulares, como citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e a IL-1), fatores ativadores de linfécitos T e B, LPS
(lipopolissacarideo) bacteriano, proteinas virais, fatores de crescimento e
fatores indutores de estresse. Para tanto, deve ocorrer a fosforilagdo dos
residuos de serina na proteina IkB através de quinases, marcando-a para
destruicdo via ubiquitinacdo. Isto permite a ativacdo do complexo NF-xB e sua

translocacédo para o nucleo (MCKAY et al., 1999).

O NF-xB é um regulador chave de diversas citocinas inflamatorias (LI &
VERMA, 2002). Apos a estimulacdo por TNF-a, o complexo IkB (IKK) torna-se
ativo, levando a translocacédo do NF-«xB para o nucleo (KARIN, 2006). Dentre

0s genes controlados pelo NF-xB estédo o fator de crescimento GM-CSF (fator
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estimulante de coldnias de granulécitos e macréfagos), moléculas de adeséo
celular, MAd-CAM-1 (mucosal addressin cellular adhesion molecule-1), ELAM-1
(endothelium leukocyte adhesion molecule 1), ICAM-1 (molécula de adeséo
intercelular 1), VCAM (molécula de adeséao da célula vascular 1); citocinas IL-1,
2, 6, 8, TNF-a, INF-a e B, anti-apoptéticos, TRAF-1 e TRAF-2 (fatores
associados ao receptor de TNF 1 e 2, respectivamente), c-IAP 1 e c-IAP2,
(proteinas inibidoras da apoptose 1 e 2, respectivamente), entre outros
(BAEUERLE et al., 1988).

Além da funcé@o chave no sistema imunitario, o NF-xB desempenha um
papel importante no crescimento celular, diferenciacdo, regulacdo do ciclo
celular e apoptose. Por isso, disfungdes no sistema de controle da atividade do
NF-xB estdo ligadas a condigcdes patolégicas como inflamacéo cronica,
transformacdo neoplasica, artrite autoimune, asma, choque séptico, fibrose
pulmonar, glomerulonefrite e aterosclerose (ARADHYA et al., 2001; CHEN et
al., 1999). Diversos linfomas malignos, cancer de mama, célon, figado, bexiga,
prostata e pulméao estdo associados com alta ativacdo de NF-xB (RAYET et al.,
1999).

2.3 TNF-a

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é uma citocina pré-inflamatéria
multifuncional envolvida com apoptose, sobrevivéncia celular, inflamacdo e
imunidade (BAZZONI et al.,, 1996; LOCKSLEY et al.,, 2001). Foi isolado em
1975 e demonstrou inducdo de necrose hemorragica de tumores de ratos
(CARSWELL et al.,, 1975; OLD, 1985). TNF-a € uma proteina de 17-kDa
consistindo de 157 aminoacidos formando um homotrimero (MULLER et al.,
1987). Sua bioatividade € principalmente regulada por receptores de ligacédo ao
TNF-a. Ele é produzido principalmente por macréfagos, linfocitos T e células
Natural Killer (NK). Nas células, é sintetizado como uma proteina de membrana

de 26kDa (pro-TNF), que é ligado a membrana e é liberado através da
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clivagem do seu pro-dominio através da enzima conversora de TNF,
denominada TACE. Assim, € liberada uma molécula soltvel que pode se ligar
aos receptores TNFR1 e TNFR2 (Receptor de TNF-a associado ao fator 1 e 2,
respectivamente) (BEMELMANS et al.,, 1996; SKOOG et al., 1999). O gene
TNF-a estd localizado no brago curto do cromossomo 6 (6p21.33) (OMIM,
2014).

O TNF-a atua através de dois receptores diferentes (VANDENABEELE
et al., 1995). A sua afinidade para o TNFR-2 € cinco vezes maior que para o
TNFR-1 (TARTAGLIA et al., 1992) e este ultimo inicia a maioria das atividades
bioldgicas de TNF-a. O TNFR-1 (p60) € expresso em todos os tipos de células,
enquanto o TNFR-2 (p80) é limitado principalmente para as células do sistema
imunologico (AGGARWAL, 2003). A maior diferenca entre estes receptores €
gque em TNFR-1 existe um dominio de morte, que é ausente em TNFR-2.
Assim, o receptor 1 se torna um membro importante da familia de receptores
de morte que compartilha a capacidade de induzir a morte celular por apoptose
(ASHKENAZI et al., 1998).

Além da apoptose, o TNFR-1 tem capacidade de induzir sinais de
sobrevivéncia celular (BAKER et al., 1998). TNFR associado ao dominio de
morte (TRADD) se liga ao dominio de morte de TNFR-1 e recruta proteinas
adaptadoras de receptor de interacdo proteica (RIP), fator 2 associado ao
TNFR (TRAF-2) e dominio de morte associado ao Fas (FADD) (RATH et al.,
1999).

As proteinas adaptadoras recrutam moléculas chaves que sé&o
responsaveis por sinalizacdo intracelular. Quando TNFR-1 sinaliza apoptose,
FADD se liga a pro-caspase 8, que € ativada e inicia uma cascata de proteases
levando a apoptose (DEGTEREYV et al., 2003). O ultimo evento na sinalizacao
para apoptose é a ativacdo de endonucleases, como a Endonuclease G,
resultando na fragmentacdo do DNA. Porém, quando o TNFR-1 sinaliza

sobrevivéncia, TRAF-2 é recrutado para o complexo, inibindo a apoptose
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através do inibidor da proteina citoplasmatica de apoptose (clAP). A ligacdo do
TRAF-2 inicia a via de fosforilagdo resultando na ativacdo de fatores de
transcricdo cFos/cJun via proteinas quinase ativada por mitdgeno (MAPK) e
quinase cJun N-terminal (JNK) (NATOLI et al., 1997). O principal evento de
sinalizacdo de TRAF-2 e do receptor de interacdo proteica (RIP) é a ativacéo
do fator de transcricdo NF-xB através de quinase indutora de NF-xB (NIK) e o
inibidor de complexo kB (IKK) (DEVIN et al., 2000).

Os fatores de transcricdo NF-xB e cFos/cJun induzem a transcricdo de
genes antiapoptéticos, proliferativos, imunomoduladores e inflamatérios. NF-«xB
€ o principal fator de sobrevivéncia na prevencdo de apoptose induzida por
TNF-a e a inibicdo deste fator de transcricdo pode melhorar a eficacia de
terapias de cancer indutoras de apoptose (BEG et al., 1996). A ativacdo do NF-
kB em muitos tumores malignos € elevada e constitutiva, e seu papel na
regulacdo do equilibrio da apoptose em células de proliferacdo de tumor indica
0 seu papel na oncogénese (DOLCET et al., 2005; LIN et al., 2003).

A promocao de tumor mediada por TNF-a pode envolver diferentes vias
com efeito direto sobre as células tumorais de baixa concentracdo desta
citocina. Pode ocorrer interacdo com o sistema de quimiocinas com a inducéo
do receptor de quimiocina CXC 4 (CXCR4), podendo induzir sinais de
sobrevivéncia e proliferacdo celular e também pode ocorrer a estimulagdo de
transicao epitelial para mesenquimal (BATES et al., 2003; KULBE et al., 2007,
KULBE et al., 2005).

2.4 p38 MAPK

A p38 € uma proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) e é
conhecida por ser ativada pelo stress. Esta proteina € ativada por dupla
fosforilacdo (SHE et al., 2002). Proteinas quinases ativadas por mitdgeno sao

componentes de sinalizacdo, que sao importantes na conversao de estimulos
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extracelulares em uma ampla variedade de respostas celulares (SEBOLT-
LEOPOLD et al., 2004).

JNK e p38 MAPK sao ativadas pelo stress ambiental e genotoxico e tem
um papel chave na inflamacdo, homeostasia dos tecidos como controle da
proliferacéo celular, diferenciacdo, sobrevivéncia e migracao de tipos celulares
especificos (NEBREDA et al., 2000; KYRIAKIS, et al., 2001; KARIN et al.,
2005; WESTON et al., 2007; RINCON et al., 2009). As fungdes das MAPK JNK
e p38 no desenvolvimento do cancer sdo complexas, pois modulam uma
variedade de respostas celulares (WAGNER et al., 2009).

Existem quatro genes que codificam a MAPK p38: MAPK14, que codifica
a p38a, MAPK11, que codifica p384, MAPK12, que codifica a p38y e MAPK13
gue codifica p386. A isoforma p38a é a mais abundante na maioria dos tipos
celulares (ONO et al., 2000; CUENDA et al., 2007). A ativacdo de p38 pode se
dar pela sua fosforilacdo através das MAP kinase kinases como MKK3 e MKK6
e, por vezes, MKK4. A autofosforilagdo também pode contribuir para a ativacao
de MAPK p38 (CUENDA et al.,, 2007; MITTELSTADT et al., 2005). O gene
relacionado a isoforma p38a localiza-se no brago curto do cromossomo 6
(6p21.31) (OMIM, 2014).

Os dois grupos de proteinas reguladas por fosforilacdo mediada por p38
MAPK séo fatores de transcricdo, como p53, e proteinas quinases (ONO et al.,
2000; CUENDA et al., 2007). Existem evidéncias que p38a pode apresentar um
papel de supressor de tumor, funcdo mediada pela regulacdo negativa da
progressdo do ciclo celular e inducdo da apoptose, apesar da inducdo de
diferenciacdo terminal também contribuir para a funcdo supressora tumoral
(BULAVIN et al., 2004; DOLADO et al., 2008; HUI et al., 2007). No entanto,
p38a também pode apresentar fungdo oncogénica, mediada pelo seu
envolvimento com processos chave de progressao do cancer, como invasao,
inflamacéo e angiogénese. A expressao ou atividade das MAPK JNK e p38 e

componentes de sua via sao frequentemente alterados em tumores humanos e
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linhagens celulares de céancer. Tendo em vista as diversas funcbes
relacionadas a tumorigénese que as quinases podem controlar, € importante
considerar o tipo de tumor antes de tentativas de modulacao destas vias para a
terapia de cancer (WAGNER et al., 2009).

A via de p38 MAPK pode regular positivamente a atividade de NF-xB por
diferentes mecanismos, incluindo a remodelacdo da cromatina, através de
fosforilacdo da serina 10 na histona H3 no promotor dependente de NF-xB,
como IL-8 e MCP-1 (SACCANI et al., 2002) ou por interferir na IKK ou a
subunidade p65 de forma direta ou indireta (VERMEULEN et al., 2003;
KEFALOYIANNI, 2006). Um estudo demonstrou que a fosfatase Wipl
desfosforila diretamente a p65 modulando negativamente a transcricdo de
genes NF-«xB dependente, como o TNF-a. Wipl também pode desfosforilar p38
a e assim, interferir indiretamente com efeito positivo da via de sinalizacao

MAPK p38 na sinalizagéo de NF-xB (CHEW et al., 2009).

A atividade supressora de tumor da p38 MAPK pode ser atribuida aos
efeitos inibitérios das isoformas p38 a e p38  nos pontos de controle do ciclo
celular GO, G1/S e G2/M (AMBROSINO et al.,, 2001), promover a parada de
crescimento e inducdo da apoptose (BULAVIN et al.,, 2004; KUMMER et al.,
1997; SHE et al., 2001) ou senescéncia celular (WANG et al., 2002; HAQ et al.,
2002; BULAVIN et al., 2002). Isto sugere que a inativacdo da via de p38 MAPK
aumenta a transformacdo celular através da regulacdo negativa da
sobrevivéncia celular e proliferagcdo (BULAVIN et al., 2004; BRANCHO et al.,
2003; TIMOFEEYV et al., 2005). Por demonstrar fungcéo supressora de tumor, a
ativacdo de p38 MAPK poderia suprimir o desenvolvimento do fenotipo
maligno. A expressdo forcada de p38 MAPK ativo em células de
rabdomiossarcoma inibiu a proliferagcdo e induziu a diferenciacdo terminal
(PURI et al., 2000).
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2.5 Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae tem grande importdncia nas florestas tropicais,
frequentemente produzem frutos comestiveis e apresenta representantes
importantes e de grande interesse na medicina. Esta familia compreende 4.620
espécies distribuidas em 140 géneros com ocorréncia em regifes tropicais e
subtropicais como Austrélia e América Central e do Sul (MABBERLY, 1997).
Os principais géneros sdo Myrtus, Psidium, Pimenta, Eugenia,
Pseuocaryophyllus, Syzygium, Eucalyptus, Leptospermum, Plinia e Malaleuca,
e varios membros da familia sdo utilizadas na medicina popular como
antidiarreico, antimicrobiano, antioxidante, antitumoral, antirreumético, anti-
inflamato6rio e ainda, como redutor de colesterol circulante (STEFANELLO,
2011; DI STASI et al., 2002).

Em um estudo realizado recentemente com folhas de Campomanesia
adamantium da familia Myrtaceae demonstrou que houve atividade
antiproliferativa na linha de células PC-3 e induziu apoptose e regulou
negativamente o gene NF-xB (PASCOAL et al., 2014). A planta Syzygium
campanulatum (Myrtaceae) demonstrou inibigéo significativa do crescimento do

N

et al. 2013).

Eugenia uniflora L., da familia Myrtaceae, popularmente denominada
como pitangueira € muito apreciada no Brasil por seus frutos. O cha obtido de
suas folhas é utilizado na medicina popular contra febre, doengas do estdmago,
hipotensao, hipoglicemiante e gota (LORENZI et al., 2002; AURICCHIO et al.,
2003). A Plinia trunciflora O. Berg (Myrtaceae), também conhecida como
jabuticabeira é apreciada no Brasil por seus frutos. Seu extrato mostrou
atividade antioxidante e antimicrobiana (SOUZA-MOREIRA et al.,, 2010).
Espécies de Plinia sdo utilizadas na medicina popular no tratamento de
distarbios de estdbmago, garganta e diabetes (BRAGANCA, 1996).
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Estudo realizado por Lago et al. (2011) revelou que o 6leo essencial de
E. uniflora apresentou atividade contra cepas de diversas leveduras, como C.
gattii e C. neoformans enquanto o 6leo essencial de P. trunciflora demonstra
atividade contra C. dubliniensi e C. albicans. Indicando assim que os 0leos
essenciais das duas espécies de Myrtaceae podem ser explorados como
agentes antibacterianos e fungicidas. Diversos estudos que investigaram o
potencial biolégico de plantas da familia Myrtaceae jA& demonstraram atividade
anti-inflamatéria (MICHEL et al., 2013; JEONG et al., 2013; FLORES et al.,
2013; SERAFINO et al., 2008; SANTOS et al., 1997b; SHARMA et al., 2013) e
antitumoral (ZHANG et al., 2013; RIZZO et al., 2014; SULTANA et al., 2014,
LIU et al., 2014; YE et al., 2007).

2.5.1 Calyptranthes grandifolia O.Berg.

A planta Calyptranthes grandifolia pertence a familia Myrtaceae,
conhecida popularmente como Guamirim. E nativa do Rio Grande do Sul e é
comum na floresta atlantica e esporadica na floresta com araucaria (SOBRAL
et al., 2006). O género Calyptranthes apresenta cerca de 100 espécies
distribuidas na América tropical, entre México e o Uruguai. No Rio Grande do
Sul podem ser encontradas seis espécies C. concinna DC, C. grandifolia O.
Berg, C. lucida Martius ex DC, C. pileata D. Legrand, C. rubella O. Berg D.
Legrand e C. tricona D. Legrand (LIMBERGER et al., 2002).

Ainda nédo existem estudos relacionando possiveis efeitos biologicos da
especie Calyptranthes grandifolia. Porém, ja foram demonstradas atividades
importantes do género Calyptranthes. O benzopireno ou cromeno, é um
importante componente estrutural presente em compostos naturais e apresenta
uma atividade biolégica importante (REN, et al., 2011). Alguns de seus
derivados apresentam atividade antitumoral, antivascular, antimicrobiana,
antioxidante, inibidora de TNF-a, antifingica, entre outras. Um exemplo destes

compostos como 2-metil-5,7-dimetdxi-2H-cromeno e 2,8-dimetil-5,7-dimetoxi-
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2H-cromeno foram isolados do 6leo essencial de Calyptranthes tricona o qual
apresentou atividade antifungica (HENRIETTE, et al., 2004; CHETAN, et
al,2012; MILAN, et al., 2011; CHENG, et al., 2003; SURESH,et al., 2010).

A espécie Calyptranthes spruceana Berg., Myrtaceae, também
denominada laranjinha, apresentou dois componentes importantes. Um rico em
limoneno (perilaldeido) e outro dominado por a e B-pineno. As folhas desta
plantas sao utilizadas em ch& por comunidades ribeirinhas para fins
terapéuticos, contra males do esttmago (CORREA, et al., 1972; SILVA, et al.,
1984, MAIA, et al., 2001).
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3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1 Tipo de Pesquisa

A pesquisa é classificada como transversal experimental e de carater

quantitativo.

3.2 Ambiente de Pesquisa

Células de adenocarcinoma colorretal (Caco-2), ATCC: HTB-37, foram
cultivadas no Laboratorio de Cultura de Células do Centro Universitario
UNIVATES e apds foram realizados os procedimentos para estudo da
expressao génica no laboratério de Biologia Molecular da mesma instituicao.

3.3 Extratos vegetais

O material botanico (folhas) da Calyptranthes grandifolia O.Berg. foi
coletado no municipio de Lajeado (RS) e identificado pela Botanica Prof. Dra.

Elisete Maria de Freitas.

Os extratos hexanico e etanodlico a serem utilizados para este estudo
foram fornecidos pelo projeto de pesquisa intitulado “Efeito anti-inflamatorio,

anti-carcinogénico e toxicidade de extratos vegetais em cultura de células”,
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coordenado pela Prof. Dra. Marcia Goettert, e foram preparados conforme a

metodologia descrita abaixo.

3.3.1 Extrato hexanico

As folhas do espécime vegetal foram desidratadas, em estufa com ar
circulante, a 38 °C por 24 horas. Posteriormente, foram reduzidas a fragmentos
de pequena dimenséo para aumentar a superficie de contato do vegetal com a
solucdo extratora. As folhas da Calyptranthes grandifolia O.Berg. foram
acondicionadas com o solvente hexanico em um frasco ambar em temperatura
ambiente durante o periodo de 72 horas. Apds, passaram por filtracdo a vacuo
e o filtrado armazenado em frasco ambar, mantido em temperatura ambiente
até o momento da remocao do solvente. A maceracado estatica do espécime
vegetal teve duracdo de duas semanas com duas trocas do solvente. Em
seguida, foi realizada a filtracdo a vacuo e a remocao do solvente com o auxilio
de um evaporador rotativo a 40 °C. Ao final, o extrato obtido foi armazenado
em frascos ambar devidamente identificados e mantidos sob refrigeracao

(4 + 1°C) até o momento da realiza¢do dos ensaios.

3.3.2 Extrato etanodlico

As folhas de Calyptranthes grandifolia O.Berg. foram desidratadas, em
estufa com ar circulante, a 38 °C por 24 horas. Apos este periodo, foi realizada
a maceracao estética (a frio) dos fragmentos das folhas com é&lcool etilico 90%,
sendo estes acondicionados em um frasco ambar e mantidos em temperatura
ambiente durante 7 dias. Decorrido o periodo de extracdo, foi realizada a
filtracdo a vacuo e a remocdo do solvente com o auxilio de um evaporador
rotativo a 40 °C. O extrato obtido foi envasado em frasco ambar devidamente

rotulado e mantido sob refrigeracédo (4 +1°C) até o0 momento dos ensaios.
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3.3.3 Diluicao dos extratos

A solubilizacdo do extrato foi realizada com dimetilsulféxido (DMSO) de

modo que a concentracgao final ndo fosse maior do que 0,5%.

3.4 Avaliagdo da Viabilidade Celular por Alamar Blue

Para avaliar a proliferacédo celular, as células Caco-2 foram plaqueadas
em densidade de 1x10° células/mL em placas de 96 pogos, contendo 200 pL
de meio DMEM Low glucose, a 10% de SBF, sendo incubadas durante 24
horas em atmosfera de 5% de CO,, 90% de umidade e temperatura de
37°C. Posteriormente, as células foram tratadas com concentracdes de 200,
100, 50, 25 pg/mL por poco, do extrato em analise, sendo novamente
incubadas por 72 horas. Apés este periodo, o tratamento foi removido e
adicionado uma solugdo de 10% de corante azul de Alamar por poco. As
leituras das absorbancias foram realizadas apés 6 horas de incubacéo, em
comprimento de onda de 540 nm (estado oxidado) e 620 nm (estado reduzido)
em leitor de ELISA. As células apenas em meio de cultura e DMSO foram
utilizadas como controle negativo. O percentual de reducao do Alamar Blue, ou

seja, o percentual de viabilidade celular, foi calculado com a seguinte férmula:

%Reducéo Alamar Blue = Abs 540nm — (Abs 630nm x FC*) x 100

Onde:
— FC: Fator de Correcao calculado pela coloracdo do meio de cultura.

3.5 Viabilidade Celular por Azul de Trypan

A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada através do método de
exclusdo com Azul de Trypan. As células foram retiradas das garrafas com o
auxilio de um scraper e o conteudo foi vertido para tubos de centrifugacédo de

15 mL, que foram centrifugados a 1.000 rpm por 10 minutos. Apos a
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centrifugacéo, o sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido em 1
mL de meio DMEM em diluicdo 1:10 com o corante Azul de Trypan, o qual cora
as células inviaveis. Finalmente, foi realizada a contagem total de células
viaveis em camara de Neubauer para posterior plagueamento das células
vidveis (STROBER, 2001).

3.6 Cultura de células

Células de adenocarcinoma colorretal da linhagem Caco-2 foram
cultivados em placas de poliestireno (1x10° células por poco) em estufa (37°C,
5% CO,). Posteriormente, foi realizado o tratamento com o extrato vegetal em
diferentes concentracdes (200, 100, 50 e 25 pg/mL), e novamente foram
incubadas em meio de cultura DMEM suplementado com soro bovino fetal
(SBF) a 10 % por 1 hora. Decorrido este tempo foi adicionado LPS (1ug/mL), e
novamente incubadas a 37°C e 5% de CO, (YOON et al., 2009). Apés 24 h de
incubacéo e tratamentos em diferentes concentracdes, foi realizada a extracao
do RNA total.

Além dos tratamentos com 0s extratos, cada placa de cultivo apresentou
um controle positivo, no qual as células foram estimuladas apenas com LPS e
um controle negativo. Cinco culturas tratadas foram utilizadas para as analises

de expressédo génica.

3.7 Extracdo do RNA

Cerca de 1x10° células da linhagem Caco-2 obtidas através de cultura
celular foram utilizadas para a extracdo de RNA a partir do método de Trizol®
(Invitrogen, CA). O método de extracdo de RNA total pelo Trizol® é uma
adaptacdo do método original descrito por Chomczynski e Sacchi (1987). As
células foram lavadas com solucdo de PBS 1% e posteriormente retiradas da

placa de cultura através do Trizol®, transferidas para tubos Eppendorf® e
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incubadas por 5 minutos a 15-30°C. Foram adicionados 0,2 mL de cloroférmio
por mL de Trizol® e as amostras agitadas vigorosamente por 15 segundos. A
seguir, foram incubadas por 2-3 minutos a 15-30°C e centrifugadas a 12000 xg
por 15 minutos a 4°C. Neste momento a amostra ficard separada em fase
organica (fenol-cloroféormio), interface e fase aquosa contendo o RNA. A fase
aquosa foi transferida para tubos novos, onde o RNA foi precipitado com a
adicéo de alcool isopropilico (0,5 mL/mL de Trizol®).

As amostras foram armazenadas a -20 °C por 24 horas. Apds este
periodo foram centrifugadas a 12000 xg 10 minutos a 4 °C. O RNA precipitado
foi lavado com etanol 75%, adicionando 1 mL de etanol/mL de Trizol®. As
amostras foram agitadas em agitador tipo vortex e centrifugadas a 7500 xg por
5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi vertido e o precipitado seco em
temperatura ambiente por 10 minutos. O RNA total foi dissolvido em agua
ultrapura tratada com DEPC (diethylpyrocarbonate) e incubado por 10 minutos

a 60 °C para posterior quantificacdo das amostras e estocagem.

3.7.1 Quantificacdo do RNA

O RNA total foi quantificado no aparelho L-Quant utilizando 2 pL do

produto final da extracdo de RNA lido na absorbancia de 260 nm.

3.8 Sintese do DNA complementar (DNAc)

A sintese do DNAc foi realizada a partir de 0,5 pg de RNA total,
utilizando oligonucleotideos (primers) complementares a cauda poli-A
caracteristica do RNA mensageiro (RNAm), produzindo um DNAc mais puro,
exclusivamente a partir do RNAm. Considerando que a fragcdo do RNAmM
corresponde a aproximadamente 4-5% do RNA total, foi estimado que 0,5 ug
de RNA total fornece 10 ng de DNAc. A sintese foi realizada segundo o

protocolo do Kit SuperscriptlIRT (Invitrogen CA®). Ao final da sintese 0 DNAc
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foi armazenado a -20 °C até a amplificacdo pela técnica de Reacdo em Cadeia

da Polimerase.

3.9 Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real

A andlise da expressdo génica foi realizada pela técnica de gPCR
(reacdo em cadeia da polimerase em tempo real). Esta técnica permite a
amplificacdo de sequéncias definidas de RNA, podendo ser usado para
comparar os niveis de expressao génica. O método de qPCR trata-se de uma
técnica bastante sensivel que utiliza um sistema de deteccdo continua da
cinética da reacao por fluorescéncia (BUSTIN, 2000). No presente trabalho
utilizou-se o corante Sybr Green | que se liga a fita dupla de DNA com um
aumento de 800 a 1000 vezes na fluorescéncia. Como o corante pode se ligar
a qualquer fita dupla de DNA foram realizadas as chamadas curvas de
desnaturacdo (melting-Tm), ou seja, curvas de fluorescéncia em funcédo da
temperatura. Com isso consegue-se a especificidade do produto amplificado,
uma vez que a Tm é fortemente dependente da composicédo dos nucleotideos.
Produtos de amplificacdo que ndo correspondem ao esperado apresentarao
picos de desnaturagédo mais baixos.

Para evitar variacdo entre as amostras, foi amplificado simultaneamente
ao gene de interesse um gene normalizador ou constitutivo. Este gene é
expresso em niveis constantes entre os diferentes tecidos de um organismo,
em todos os estagios do desenvolvimento ndo sofrendo alteragdo pelos
tratamentos experimentais. Neste estudo, o gene constitutivo utilizado foi a B-
actina. A eficiéncia das reacOes sera avaliada através da curva padrao de cada
gene analisado. Para a curva padrédo foram realizadas diluicbes seriadas de
DNAc obtido de cultura de células de adenocarcinoma colorretal Caco-2 néo

tratadas (controle positivo).



38

A analise da expressdo génica foi feita utilizando-se uma curva de
padronizacdo. A curva de padronizacao foi obtida através de reacdes de gPCR
realizadas a partir de diluicbes seriadas de DNAc de controle positivo da cultura
de células. Cada diluicdo do DNAc foi realizada em duplicata, juntamente com
as amostras. As diluicbes foram escolhidas dentro de uma faixa que incluiu o
valor esperado para o DNAc nas amostras. O momento em que ocorre 0
aumento exponencial da fluorescéncia é definido como o CT, que é
inversamente proporcional ao log da quantidade de DNAc (ng) (HIGUCHI, et
al., 1993). Portanto, a curva de padronizacdo € gerada jogando-se os valores
de CT, num intervalo de 95% de confianga, contra a intensidade da
fluorescéncia do Sybr green I, correspondendo ao logaritmo das nanogramas
de DNAc.

3.9.1 Andlise da Expressao Génica

Os primers utilizados para a amplificacdo dos fragmentos de DNAc
especificos para o NF-kB e p38a foram desenhados a partir da sequéncia
publicada de cada gene utilizando-se a ferramenta online Primer3 (ROZEN;
SKALETSKI, 2000), obedecendo a alguns critérios: 18 a 30 nucleotideos;
posicionamento preferencial dos oligonucleotideos em &reas de transicao
intron-éxon para inviabilizar a amplificacdo indesejada de DNA gendmico;
proporcao de G-C entre 50 e 60%; extremidade 3’ preferencialmente ocupada
por C ou G para fortalecer a hibridizacédo neste ponto critico; evitar sequencias
complementares entre o par de primers para inibir a formacado de dimeros.
Todos os oligonucleotideos foram sintetizados por Invitrogen ® CA. A Tabela 1
resume a sequéncia dos oligonucleotideos de interesse deste estudo, bem

como o tamanho dos fragmentos de DNAc amplificados.
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Tabela 1 - Oligonucleotideos dos genes de interesse.

Tamanho

Gene Sequéncia (5’-3’) fragmento Referéncia
(pb)

NF-xB o _
sense ACACCGTGTAAACCAAAGCC 209 http://bioinfo.ut.ee/primer3
antisense CAGCCAGTGTTGTGATTGCT
p38a o )
sense CAGTGGGATGCATAATGGCC 243 http://bioinfo.ut.ee/primer3
antisense GCATCTTCTCCAGCAAGTCG
TNF-a
sense CCCTGGTATGAGCCCATCTATC 120 Abbas et al., 2014
antisense AAAGTAGACCTGCCCAGACTCG
ACTB
sense CTGGAACGGTGAAGGTGACA 140 http://bioinfo.ut.ee/primer3

antisense AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA

A amplificacdo do DNAc e a quantificagdo relativa foi realizada
utilizando-se o sistema de gPCR em tempo real StepOnePlus (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) utilizando o Kit Platinum SYBR Green gPCR
SuperMix-UDG (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbhad, CA, USA) em um
volume total de 25 pL. A tabela 3 demonstra as quantidades de reagentes
padronizadas para cada gene de forma a obter melhor eficiéncia de reacao.
Foram realizadas amplificacdo e leitura de cada amostra em duplicata, com o
seguinte protocolo para todos os genes: incubacéo inicial por 3 min a 94 °C,
seguida por 45 ciclos de 30 s de desnaturacéo a 94 °C, 30 s de anelamento a
55 °C e 30 s de extenséo a 60 °C.

Para confirmar a especificidade da reacédo, foi realizada a curva de
dissociacao para cada par de primer, com a analise da temperatura de melting

de cada gene (Apéndice A).
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3.10 Metodologia de analise de dados

Os dados foram tabulados e analisados com estatistica descritiva
empregando-se o software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences,
IBM) versdo 20.0 e GraphPadPrism 5.0. A comparacéo entre os controles foi
realizada através do Teste t de Student, e os efeitos dos extratos foram
analisados por ANOVA seguida de Teste de Tukey. Foram considerados

significativos valores de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliagéo da Viabilidade Celular por Alamar Blue

Através do método de Alamar Blue pode-se observar que os extratos
etandlico e hexanico das folhas de Calyptranthes grandifolia O.Berg nao
interferem na viabilidade celular quando comparados ao controle negativo. O
controle negativo apresentou viabilidade de 62,6% (+ 4,367), sendo que para
0s extratos etandlico e hexanico, nas concentracfes testadas, os percentuais

de viabilidade foram semelhantes ao controle (Figura 2).
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FIGURA 2. Percentual de Viabilidade Celular pelo método de Alamar Blue. N=3
experimentos. ANOVA, seguida do Teste de Tukey, p=0,775.

4.2 Andlise da Expresséao Génica

Para andlise dos genes de interesse foram realizadas curvas de diluigdo
com um pool do controle positivo. O controle positivo foi constituido de células
Caco-2 estimuladas por LPS. Ja o controle negativo foi constituido apenas por
células em meio de cultura. A comparacao entre os controles foi realizada com

0 objetivo de verificar a diferenca de expressao a partir do estimulo pelo LPS.

Para o gene TNF-a, foi observado uma tendéncia ao aumento da sua
expressao apos o tratamento com LPS (Figura 3). Ja para os genes NF-xB e
p38a, nao foi observada estimulagdo da expresséo através do tratamento com
LPS. Assim, a expressao destes genes manteve-se estavel tanto no controle

negativo quanto no controle positivo (Figuras 4 e 5).
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FIGURA 3: Efeito do LPS na expressédo do TNF-a comparado ao controle negativo (sem LPS).

Dados expressos como média + EP. P=0.337 (Teste t de student). N=5 experimentos.
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FIGURA 4: Efeito do LPS na expressao do NF-xB comparado ao controle negativo (sem LPS).

Dados expressos como média + EP. P=0.97 (Teste t de student). N=5 experimentos.
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FIGURA 5: Efeito do LPS na expressdo do p38a se comparado ao controle negativo (sem

LPS). Dados expressos como média = EP. P=0.937 (Teste t de student). N=5 experimentos

4.2.1 Avaliacdo do efeito do extrato etandlico de Calyptranthes

grandifolia O. Berg na expressédo de TNF-a, NF-kB e p38a

Na avaliacdo do efeito do extrato etandlico de Calyptranthes grandifolia
na expressao dos genes de interesse, verificou-se com relagcdo aoTNF-a uma
diminuicdo da sua expressao, sendo significativa nas concentracées de 100 e

200 pg/mL (p<0,025) (Figura 6).
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FIGURA 6: Grafico representativo do efeito do extrato Etandlico (EtOH) na expressao do gene
TNF-a em diferentes concentracbes em relagdo ao controle: grupo 1-Controle positivo, 2-
EtOH25+LPS, 3-EtOH50+LPS, 4-EtOH100+LPS, 5-EtOH200+LPS. *p<0,025 em relacdo ao
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controle. ANOVA e teste de Tukey. Dados expressos como média + EP da média. n=5

experimentos.

Com relacdo ao gene NF-xB, sua expressao apresentou uma tendéncia
constante em todos os tratamentos, ndo apresentando nenhuma variacao
significativa (Figura 7). Todavia, a expressdo do gene p38a apresentou uma
tendéncia a aumentar, conforme o tratamento, porém, este aumento nao foi

significativo (Figura 8).
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FIGURA 7: Gréfico representativo do efeito do extrato Etandlico (EtOH) na expresséo do gene
NF-xB em diferentes concentragfes em relacdo ao controle: grupo 1-controle positivo (LPS), 2-
EtOH25+LPS, 3-EtOH50+LPS, 4-EtOH100+LPS, 5-EtOH200+LPS. p=0,790. ANOVA e teste de

Tukey. Dados expressos como média + EP da média. n=5 experimentos.
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FIGURA 8: Gréfico representativo do efeito do extrato Etandlico (EtOH) na expressao do gene
p38a em diferentes concentracdes em relacdo ao controle: grupo 1-controle positivo, 2-
EtOH25+LPS, 3-EtOH50+LPS, 4-EtOH100+LPS, 5-EtOH200+LPS. p=0,1513. ANOVA e teste
de Tukey. Dados expressos como média + EP da média. n=5 experimentos.

4.2.2 Avaliacdo do efeito do extrato Hexanico de Calyptranthes
grandifolia O. Berg. na expresséo de TNF-a, NF-kB e p38a

A expressao dos genes TNF-a, NF-xB e p38a no tratamento com extrato
hexanico ndo demonstrou nenhuma variacdo significativa em relacdo ao

controle (Figuras 9, 10 e 11, respectivamente).
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FIGURA 9: Grafico representativo do efeito do extrato Hexanico na expressdo do gene TNF-a

em diferentes concentragfes em relacdo ao controle: grupo 1-Controle positivo, 2-Hex25+LPS,
3-Hex50+LPS, 4-Hex100+LPS, 5-Hex200+LPS. p=0,490. ANOVA e teste de Tukey. Dados

expressos como média £ EP da média. n=5 experimentos.
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FIGURA 10: Grafico representativo do efeito do extrato Hexanico (Hex) na expressao do gene

NF-xB em diferentes concentracbes em relagdo ao controle: grupo 1-Controle positivo, 2-

Hex25+LPS, 3-Hex50+LPS, 4-Hex100+LPS, 5-Hex200+LPS. p=0,441. ANOVA e teste de

Tukey. Dados expressos como média = EP da média. n=5 experimentos.
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FIGURA 11: Gréfico representativo do efeito do extrato Hexénico o na expressao do gene p38a
em diferentes concentragbes em relacdo ao controle: grupo 1-Controle positivo, 2-Hex25+LPS,
3-Hex50+LPS, 4-Hex100+LPS, 5-Hex200+LPS. p=0,622. ANOVA e teste de Tukey. Dados

expressos como média + EP da média. n=5 experimentos.
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5 DISCUSSAO

A presente pesquisa avaliou o efeito do extrato de Calyptranthes
grandifolia O.Berg. na expresséo dos genes TNF-a, NF-xB e p38a. Em relacéo
ao estimulo por LPS na expressao do gene TNF-a, houve um aumento da sua
expressdo no controle positivo (estimulado com LPS) em relacdo ao controle
negativo (sem LPS). A expressdo de p38a e NF-xB nédo foi alterada no
controle positivo em relacdo ao negativo. Herath et al. (2013) demonstraram
que diferentes sorotipos de LPS podem produzir respostas diferentes na
estimulacdo celular. Por exemplo, em células humanas de fibroblastos
gengivais (HGF) ndo houve ativacédo da via de NF-xB com LPS 1435/1449. Ja
o LPS1690 ativou significativamente a via. Outros genes proé-inflamatérios
também apresentaram modificacdo na sua ativacdo através dos diferentes

sorotipos de LPS.

Avaliando o efeito do tratamento com extratos de Calyptranthes
grandifolia O.Berg., na expressdo génica de TNF-a, pode-se observar uma
tendéncia para diminuicdo da expressdo em ambos os extratos. Contudo,
apenas no extrato etandlico nas concentracdes de 100 e 200 pg/mL foi possivel
observar sua reducéo significativa. Até o presente momento, ndo existem
estudos avaliando o efeito desta planta na expressdo de TNF-a, contudo,
Ferreira et al. (2013) avaliaram a atividade anti-inflamatéria de extratos de

Campomanesia adamantium (Myrtaceae) e a producdo de NO (6xido nitrico),
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TNF-a e IL-10 em macréfagos J774.A1 estimulados com LPS/INF-y. O edema
de pata em camundongos foi inibido através da administracdo oral dos
extratos. O extrato inibiu a producdo de NO, TNF-a e aumentou a producao de
IL-10. Assim, pode-se relacionar a atividade anti-inflamatoéria do extrato com a
inibicdo das citocinas proé-inflamatérias e aumento de IL-10. Li et al. (2015)
avaliou a atividade de flavonoides em células Raw 264.7 e observou inibi¢cao de
NO, TNF-a, IL-Ip e IL-6, demonstrando um importante papel na atividade anti-

inflamatoéria.

A relacdo da inflamacéo cronica, producdo de citocinas e o cancer
colorretal é descrita através do aparecimento da inflamagdo e posterior
atividade carcinogénica. Esta é provocada por fatores associados ao cancer e
o recrutamento de células imunoldgicas presentes do ambiente do tumor.
Citocinas como TNF-a, IL-6, IL-12 e IL-23 tem atividade pro-inflamatoria e
possuem grande importancia tanto na manutencédo da inflamagcéo quanto na
sobrevivéncia do tumor a partir da atividade antiapoptética, inducdo da
angiogénese, desenvolvimento do tumor e migracdo (KLAMPFER et al., 2011;
LIN et al 2007).

O presente estudo ndo demonstrou alteragdo na expressao do NF-xB
nos diferentes extratos e concentracdes testadas. A ativacdo de NF-xB em
células Caco-2 pode estar relacionada ao estado de diferenciacdo celular. As
vias de sinalizacdo do NF-xB ou IKK n&o existem isoladamente, por isso,
diversos mecanismos podem integrar sua atividade com outras vias de
sinalizacdo (PERKINS, 2007). O NF-xB € uma proteina que modula a resposta
apoptotica, sendo um fator de transcricdo que pode tanto proteger quanto
contribuir para a apoptose (FOO et al 1999). Assim, sabe-se que o NF-xB atua
na sobrevivéncia celular e inflamacao (VOUSDEN et al., 2002; MELINO et al.,
2002; PERKINS & GILMORE, 2006) e também pode participar na ativacao da
morte celular (PERKINS & GILMORE, 2006; JANICKE et al., 2008; DAJEE et
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al., 2003; RYAN et al., 2004). Martin et al. (2009) observou que o NF-xB pode

ter papel importante em sinais apoptoticos na via dependente de p73.

O NF-xB é um regulador central de respostas imunes, e tem importante
funcdo na expressao de genes de citocinas como IL-2, IL-6, MCP-1 e CD40-L.
Além disso, também esta envolvido na expressao de genes relacionados na
proliferacédo celular e sobrevivéncia, como ciclina D1, ciclina D2, c-myc, c-myb,
cicloxigenase 2 (COX-2), bcl-2 e bcl-xl (CLEMENT et al., 2008;
VALLABHAPURAPU & KARIN, 2009). Assim, o NF-xB pode ser considerado
um promotor do tumor (PIKARSKY et al., 2004; WOLSKA et al., 2009). Com
isso, podemos sugerir que o NF-«xB nao foi ativado seguindo a hipétese de que

sinais anti-inflamatorios estdo sendo estimulados.

O presente estudo também avaliou a expressdo do gene p38a, sendo
que nao foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos.
Contudo, este apresentou uma tendéncia a aumentar sua expressao no extrato
etandlico. A tendéncia para o aumento foi observada de forma gradativa em
todas as concentracdes, sendo que a maior expressao foi encontrada na

concentragéo de 200 pg/mL.

A ativacao das isoformas de p38 pode ser controlada especificamente
por diferentes reguladores e coativada por diversas combinacfes de
reguladores (HU et al., 1999; ENSLEN et al., 1998). O p38 MAPK pode ativar
outras quinases e consequentemente regular diversas respostas celulares.
Desta forma, a sinalizacao do p38 pode estar relacionada com inflamacéo, ciclo
celular, morte celular, desenvolvimento, diferenciagcdo, senescéncia e
tumorigénese (ZARUBIN & HAN, 2005).

O efeito antitumoral de diversas drogas quimioterapicas esta baseado na
ativacdo de apoptose através do p38a. Porém, deve-se salientar que esta

qguinase esta relacionada a diversas respostas, podendo inclusive estar
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envolvida com resisténcia a quimioterapia em alguns tipos de tumores
(PORRAS & GUERRERO, 2011).

Campbell et al. (2004) demonstraram que uma variante de p38a MAPK
pode inibir a producdo de TNF-a em macréfagos induzidos por LPS via pés-
transcricional. Ainda, o p38 regulou negativamente a expressao de NF-«xB, o
que permite um mecanismo de controle transcricional do TNF-a j& que o fator

nuclear é necessario para sua expressao.

O p38 MAPK pode regular a morte celular de duas formas, podendo
atuar na sobrevivéncia celular e também na morte celular através de diferentes
mecanismos. Porém, a funcdo especifica do p38 na apoptose pode estar
relacionada com o tipo celular, estimulo e isoforma (NEBREDA & PORRAS,
2000; WAGNER & NEBREDA, 2009). Estudos ja demonstraram que existe
uma forte relacdo da atividade o p38a e p38f3 na apoptose em diversos tipos
celulares (CIESIELSKI-TRESKA et al., 2001; DE ZUTTER & DAVIS, 2001;
GHATAN et al., 2000; LE-NICULESCU et al., 1999; MACKAY & MOCHLY-
ROSEN, 1999; SAURIN et al., 2000; WANG et al., 1998b). O p38a pode induzir
a apoptose a partir da regulacdo positiva de proteinas como Faz e Bax e
regulacdo negativa de ERK e Akt, que séo vias de sobrevivéncia celular
(PORRAS et al., 2004; ZULUAGA et al., 2007).

Apesar do papel pré-apoptético, o p38 MAPK ja foi relacionado com
atividade anti-apoptotica (HERON-MILHAVET & LEROITH, 2002; OKAMOTO
et al., 2000; PARK et al., 2002; ZHANG et al., 2003). Comes et al., (2007)
demonstrou que o p38a pode induzir a sobrevivéncia das células de cancer
colorretal através da inibicdo da autofagia. Outro mecanismo envolvido na
sobrevivéncia induzida por p38a € a ativagao da via ATF6a-Rheb-mTOR, que
promove a sobrevivéncia de células tumorais dormentes in vivo (SCHEWE &
AGUIRRE-GHISO, 2008).
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O mTOR € uma proteina quinase que pode atuar no desenvolvimento e
proliferagao celular, tradugdo de mRNA, sobrevivéncia e progressédo do ciclo
celular (JACINTO et al., 2004; THOREEN et al., 2012). mTOR pode ativar duas
proteinas funcionalmente diferentes, mMTORC1 e mTORC2, que atuam na via
de sinalizacdo ativada em resposta a um estimulo de stress. Esta via, porém,
ainda ndo esta totalmente descrita (BOVE et al., 2011). Estudo utilizando
Ultrassom Terapéutico estimulou o crescimento de células MC3T3-E1 através
da ativacdo de NF-xB e mTOR pela via p38a MAPK (TASSINARY et al., 2015).

Horie et al (2007) demonstrou que a partir da inibicdo de p38 MAPK em
células de linfoma de Burkitt (BL), pode-se observar a diminuicdo da expressao
do mRNA de IL-10, e, consequentemente, o crescimento celular também foi
inibido. De forma semelhante, em mondcitos humanos também pode-se
observar que a partir da inibicdo de JNK e p38, houve diminuigéo significativa
da expresséo de IL-10 (DOBREVA et al., 2009).

A IL-10 é uma citocina com atividade no sistema imune, atuando na
homeostase, e apresenta propriedades anti-inflamatérias, podendo reprimir a
expressdo de citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-6 e IL-1 (DONNELLY et
al., 1999). A via de sinalizagcdo TLR pode ativar a via de p38, que pode induzir
a expressao de IL-10 (SARAIVA & O'GARRA, 2010).

Citocinas como fator inibidor de migracdo, fator de crescimento
transformador beta 1, TNF-a, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IL-23 foram associadas
ao desenvolvimento de céancer. Citocinas como IL-5, IL-6, IL-10 e IL-22 e
fatores de crescimento promovem o desenvolvimento de tumor e metastase,
atraves da inibicdo da apoptose (DJALDETTI & BESSLER, 2014).

Embora ndo tenhamos encontrado diferencas significativas nos niveis de
RNAmM dos genes p38 e NF-xB, mais estudos sd0 necessarios com maior
namero amostral e também a nivel proteico, para verificar a presenca e

ativacdo destas proteinas. O aumento nos niveis de RNAmM néo € diretamente
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proporcional a quantidade de proteina traduzida, devido a modificacbes pos-

transcricionais e traducionais.

Os extratos estudados néo interferiram na viabilidade celular quando
comparados ao controle negativo. Segundo Instituto Nacional Americano do
Cancer (NCI), um extrato pode ser considerado ativo, ou seja, citotoxico,
quando apresentar citotoxicidade com valores de IC50 < 30 pg/mL
(Concentracado de Inibicdo Média). Neste aspecto, os extratos citotoxicos
podem ser possiveis candidatos para estudos anticarcinogénicos (SUFFNESS
& PEZZUTO, 1990). Porém, € importante ressaltar que estes extratos devem
ser testados em outras linhagens celulares a fim de evidenciar uma possivel
citotoxicidade seletiva. O estudo de Saleh et al. (2014) demonstrou que o 6leo
essencial de Artemisia vulgaris inibiu o crescimento de células HL-60. Através
de avaliacdo por citometria de fluxo, foi possivel observar que o efeito citotoxico
do 6leo é mediado por uma apoptose dependente de caspase. O extrato foi
capaz de induzir a apoptose em diversas linhagens de células cancerosas mas
ndo em células ndo cancerosas. Demonstrando uma citotoxicidade seletiva.
Tahir et al (2015) demonstraram que em células HT29, o extrato de gengibre
em altas concentracdes diminuiu a viabilidade celular significativamente. Além
disso, o extrato provocou um aumento dose-dependente de fragmentacao do
DNA, indicando alto nivel de apoptose. Houve a supressédo da expressao de

genes inflamatorios via NF-«B.

A atividade antioxidante também foi determinada nos extratos etandlico
e hexanico de Calyptranthes grandifolia pelo grupo de pesquisa (dados né&o
publicados). Esta atividade foi avaliada a partir do teste da atividade
antioxidante pela captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila). Os
resultados demonstraram que o extrato hexanico ndo apresentou atividade
antioxidante. Ja o extrato etandlico demonstrou uma atividade antioxidante

dose dependente.
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A atividade antioxidante observada pode ser relacionada com a possivel
atividade anti-inflamatoéria do extrato, através dos resultados encontrados na
expressdo génica. O extrato etandlico possui consideravel atividade
antioxidante quando comparado ao hexanico, o que pode estar correlacionado

com a diminuicao da expressao génica do TNF-a.

Houve uma diferenca no comportamento da expressdo dos genes em
relacdo aos extratos, sendo que o extrato etandlico se mostrou mais linear em
relacdo ao hexanico. Isto pode ser explicado devido a fitoquimica encontrada
no extrato. Resultados anteriores do grupo de pesquisa (dados ndo publicados)
demonstraram a presenca de flavonoides, triterpenoides e taninos. No extrato
hexanico ndo foram identificados nenhum dos constituintes avaliados. A familia
Myrtaceae pode apresentar metabolitos secundarios importantes como taninos,
flavonoides, 6leos essenciais, alcoois sesquiterpenoides e acidos triterpenoides
(JORGE et al., 2000). Estudos indicam que flavonoides podem inibir citocinas
inflamatorias como o TNF-a (LI et al., 2015; CONTRERAS et al., 2015;
HANAKOVA et al., 2015; THICHANPIANG & WONGPRASERT, 2015).

Burodom & Itharat (2013) avaliaram a atividade do extrato etandlico de
um preparado de plantas denominado Bejakul na producdo de citocinas pro-
inflamatérias induzidas por LPS em células Caco-2. Foi demonstrado que o
extrato diminuiu significativamente o TNF-a, IL-1b e IL-6, sugerindo uma

potencial atividade anti-inflamatéria do extrato.

Doan et al. (2009) detectaram niveis baixos de TLR4 em células da
linhagem Caco-2 em comparagdo a outras células de cancer colorretal. Além
disso, a expressdo de Akt ndo foi detectada apds a estimulacdo com LPS.
Apesar destes resultados, estas vias sao estudadas na linhagem Caco-2 e
demonstram atuacdo importante nas vias de sinalizacdo celular. Segundo
Tolba & Abdel-Rahman (2015), o receptor de estrogénio ER- € expresso em
niveis mais elevados em células Caco-2. Ainda, seus niveis sdo mais elevados

com o tratamento de Pterostilbeno (PT). Este composto apresenta efeito
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antioxidante e anticancer mediados por ER- 3. O tratamento com PT diminuiu
significativamente a fosforilacdo de Akt e ERK e aumentou FOXO-1 e p27¢P
em células Caco-2. Shimizu et al (2015) demonstraram que a molécula 3-oxo-
Cl12-homoserina lactona, em concentracdes baixas, pode induzir a apoptose
em células Caco-2 nao diferenciadas através da supressao da atividade da via
Akt. Wang et al. (2015) avaliaram a expressdo de TLR4 e sua interagdo com
NF-xB em células Caco-2 estimuladas por LPS e tratadas com Wogonina. Foi
demonstrado que o tratamento inibiu a express@o de TLR4 e também reduziu a

translocacdo de NF-xB para o nucleo.

Considerando a diminuicdo significativa de TNF-a no tratamento de
células Caco-2 com o extrato etandlico de Calyptranthes grandifolia O.Berg., a
atividade antioxidante do extrato e a capacidade de nao alterar a viabilidade
celular, sugerimos que este extrato pode apresentar potencial anti-inflamatorio.
Porém, estudos posteriores devem ser realizados a fim de elucidar a via de
sinalizacdo que pode estar sendo ativada (Figura 12). Tendo em vista a
variacdo entre os experimentos e possiveis regulacdes pds transcricionais,
sugere-se a analise de outros genes a fim de avaliar as possiveis vias de
atuacdo. Além disso, torna-se importante a andlise da expressao de proteinas,
a fim de comprovar que 0s genes expressos sdo traduzidos e seus respectivos

niveis de traducao.
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FIGURA 12: Possivel mecanismo utilizado por células Caco-2 para proliferacéo celular. Fonte:
Do Autor.
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6 CONCLUSAO

O extrato etandlico em concentracbes de 100 e 200 pg/mL de
Calyptranthes grandifolia. pode diminuir significativamente a expressao génica
do TNF-a em células da linhagem Caco-2. Nao houve diferenca significativa na
expressdo génica do p38a e NF-xB. Contudo, o extrato hexanico néo
apresentou variacfes significativas nos genes testados em nenhuma das

concentracfes estudadas.

Os extratos ndo foram considerados citotéxicos, ndo sendo candidatos
para estudos anticarcinogénicos nesta linhagem. Porém, estudos utilizando
outras linhagens celulares podem ser realizados em busca de uma

citotoxicidade seletiva.

Sugerimos que o extrato possui um potencial anti-inflamatorio através da
diminuicdo do TNF-a. Assim, torna-se importante a verificacdo desta via em

linhagens de macrofagos a fim de verificar este possivel potencial.
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APENDICE A - Representacéo das reacées de gPCR em tempo real
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FIGURA 13 - Curva padrdo para o gene ACTB. A curva foi construida com quantidades
conhecidas de DNAc de células Caco-2. De 1,0 a 0,0054 ng de DNAc. Rz = 0.994, Eff%:
105.293.
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FIGURA 14 - Curva de melting para o gene ACTB. A curva foi construida com aumentos
gradativos de 0,2 °C, entre 55 e 94 °C, com a fluorescéncia sendo lida nestes intervalos. O pico
indicado na Tm de 82.43 °C corresponde ao produto de 140 pb do gene ACTB.
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FIGURA 15 - Curva padrao para o gene TNF-a. A curva foi construida com quantidades
conhecidas de DNAc de células Caco-2. De 1,0 a 0,0054 ng de DNAc. R2 = 0.919, Eff%:
128.649
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FIGURA 16 - Curva de melting para o gene TNF-a. A curva foi construida com aumentos
gradativos de 0,2 °C, entre 55 e 94 °C, com a fluorescéncia sendo lida nestes intervalos. O pico
indicado na Tm de 85.27 °C corresponde ao produto de 120 pb do gene TNF-a.
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FIGURA 17 - Curva padrdo para o gene p38a. A curva foi construida com quantidades
conhecidas de DNAc de células Caco-2. De 1,0 a 0,0054 ng de DNAc. R2=0.991, Eff%: 101.97
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FIGURA 18 - Curva de melting para o gene p38a. A curva foi construida com aumentos
gradativos de 0,2 °C, entre 55 e 94 °C, com a fluorescéncia sendo lida nestes intervalos. O pico
indicado na Tm de 82.13°C corresponde ao produto de 243 pb do gene p38a.
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FIGURA 19 - Curva padrdo para o gene NF-xB. A curva foi construida com quantidades
conhecidas de DNAc de células Caco-2. De 1,0 a 0,0054 ng de DNAc. Rz = 0.998, Eff%:
99.309.
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FIGURA 20 - Curva de melting para o gene NF-xB. A curva foi construida com aumentos
gradativos de 0,2 °C, entre 55 e 94 °C, com a fluorescéncia sendo lida nestes intervalos. O pico

indicado na Tm de 82.73°C corresponde ao produto de 209 pb do gene do NF-«B.



