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RESUMO

O cancer cervical € o quarto cancer mais frequente em mulheres no mundo, causado
pela infeccdo com o papilomavirus humano (HPV), principalmente por HPVs de alto risco
HPV16 e HPV18. Os medicamentos disponiveis para o tratamento do cancer nem sempre
atingem os efeitos terapéuticos esperados. Assim é imprescindivel a busca por novas
alternativas, sendo que tais alternativas terapéuticas devem ser seguras para uso humano. Desta
forma, o objetivo do trabalho foi investigar a atividade antitumoral in vitro e 0 mecanismo de
acao da fracdo enriquecida em proantocianidinas de Stryphnodendron adstringens (F2) em
linhagens celulares de cancer cervical, incluindo HeLa (HPV18-positivo), SiHa (HPV16-
positivo) e C33A (HPV-negativo), além de avaliar a atividade antitumoral in vivo e a seguranca
em seres humanos. A viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio de MTT. A migragéo
celular foi determinada por meio do ensaio de cicatrizacdo da ferida. O mecanismo de acdo foi
investigado por meio da analise ultraestrutural e pela avaliacdo da producéo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), niveis de tiois reduzidos, metabolismo mitocondrial, expressdo dos genes
Bax, BCL-2, caspase 9 e caspase 3, juntamente com a avaliacdo da lipoperoxidacéo, integridade
do DNA e da membrana celular. A atividade in vivo foi avaliada por meio do modelo murino
de tumor solido de Ehrlich. A seguranca do gel intravaginal contendo 5% de F2 foi avaliada
por meio do Ensaio Clinico Fase I. A fracdo enriquecida em proantocianidinas de S. adstringens
reduziu a viabilidade das linhagens celulares HeLa, SiHa e C33A de forma tempo- e dose-
dependentes e inibiu a migracdo celular nas trés linhagens celulares. Nas linhagens celulares
HelLa e SiHa (ICso) houve intenso estresse oxidativo, devido a elevada produgdo de EROs e
deplecéo nos niveis de tidis reduzidos. Além disso, o tratamento com F2 também induziu danos
mitocondriais suficientes para desencadear a apoptose mediada pela mitocondria, como
despolarizacéo do potencial de membrana mitocondrial, reducéo nos niveis de ATP intracelular
e aumento na relacdo Bax/BCL-2, associado ao aumento na expresséo de caspase 9, caspase 3,
e danos no DNA. Além destas alteracGes, na linhagem celular C33A tratada com concentracfes
referentes a 1Cso e 1Cgo, € nas linhagens celulares HelLa e SiHa tratadas com a ICgo de F2
também houve aumento na lipoperoxidagdo e ruptura da membrana celular, indicando um

progresso para a apoptose tardia/necrose. A inibi¢do da producdo de EROs pelo antioxidante



sintético N-acetilcisteina suprimiu significativamente o estresse oxidativo nas trés linhagens
celulares. No modelo murino de tumor sélido de Ehrlich, houve reducéo significativa no
volume e no peso tumoral apos o tratamento com F2. Além de aumentar a lipoperoxidacéo no
tumor indicando que F2 também induziu estresse oxidativo no modelo tumoral in vivo. O
Ensaio Clinico Fase | demonstrou que o gel vaginal contendo 5% de F2 administrado por via
intravaginal foi seguro e bem tolerado, visto que ndo apresentou alteragdes nos parametros
sistémicos e locais avaliados. Desta forma, a fracdo enriquecida em proantocianidinas de S.

adstringens pode ser um candidato em potencial para o tratamento do cancer cervical.

Palavras-chave: Stryphnodendron adstringens, proantocianidinas, linhagens celulares de

cancer cervical, mecanismo de a¢do, atividade in vivo, Ensaio Clinico Fase I
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ABSTRACT

Cervical cancer is the fourth most common cancer that affects women worldwide,
mainly through human papiloma virus (HPV) infection with high-risk HPV16 and HPV18. The
drugs available for the cancer treatment do not always reach the expected therapeutic effects,
so it is imperative to search for new alternatives. Furthermore, therapeutic alternatives must be
safe for human use. The present study investigated the in vitro anticancer activity and
mechanism of action of a proanthocyanidin polymer-rich fraction of Stryphnodendron
adstringens (F2) in cervical cancer cell lines, including HeLa (HPV18-positive), SiHa (HPV16-
positive), and C33A (HPV-negative) cells, as well as the in vivo antitumor activity, and the
safety for humans. Cell viability was determined by the MTT assay. Cell migration was
determined by the wound healing assay. The mechanism of action was investigated by
performing ultrastructural analysis and evaluating reactive oxygen species (ROS) production,
reduced thiol levels, mitochondrial metabolism, BCL-2 family expression, caspase expression,
lipoperoxidation, DNA and cell membrane integrity. In vivo activity was evaluated using the
murine Ehrlich solid tumor model. The safety of intravaginal gel containing 5% of F2 was
evaluated by a clinical trial Phase 1. Proanthocyanidin polymer-rich fraction of S. adstringens
time- and dose-dependently reduced cell viability of HelLa, SiHa and C33A cells, and
significantly inhibited the migration of cervical cancer cells. In the HeLa and SiHa cells (I1Cxo)
there were intense oxidative stress due to increase in ROS and depletion of reduced thiol levels.
Treatment with F2 also induced mitochondrial damage sufficient to trigger mitochondria-
dependent apoptosis, such as mitochondrial membrane potential depolarization, reduction of
intracellular levels of ATP, and increase in Bax-BCL-2 ratio, associated with an increase in
caspase 9 and 3 expression, and DNA damage. In C33A cells treated with ICso and 1Cqg, and
HelLa and SiHa cells treated with 1Cg of F2 also there were increase in lipoperoxidation and
cell membrane disruption, indicating progress to late apoptosis/necrosis. The inhibition of ROS
production by N-acetylcysteine significantly suppressed oxidative stress in all three cell lines.
In the murine Ehrlich solid tumor model, there was a significant decrease in the tumor volume
and weight after treatment with F2. Also, significantly increased lipoperoxidation in the tumor
indicating that F2 also induces oxidative stress in the in vivo model. Clinical trial Phase I
showed that the intravaginal gel containing 5% of F2 was safe and well tolerated, without
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relevant systemic or local alterations in the parameters evaluated. These findings indicate that
the proanthocyanidin polymer-rich fraction of S. adstringens may be a potential

chemotherapeutic candidate for cervical cancer treatment.

Keywords: Stryphnodendron adstringens, proanthocyanidins, cervical cancer cell lines,

mechanism of action, in vivo activity, clinical trial Phase |
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1 INTRODUCAO

Dentre os membros da familia Papillomaviridae ha o papilomavirus humano (HPV),
com destaque para o0 género Alphapapilomavirus em razéo da sua importancia clinica, o qual é
classificado conforme a habilidade oncogénica em HPVs de baixo e de alto risco (BURD;
DEAN, 2016; SCHIFFMAN et al., 2016). Os HPVs de alto risco apresentam maior potencial
oncogeénico e sao representados pelos tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59
(MITTAL; BANKS, 2017).

Mais de 99% dos casos de cancer cervical estdo associados ao virus HPV, sendo que 0s
HPVs de alto risco HPV16 e HPV18 sdo responsaveis por 55% e 18% dos casos,
respectivamente (JOHNSON et al., 2018; SERRANO et al., 2018). O céancer cervical é
considerado o quarto cancer mais frequente em mulheres no mundo (SMALL et al., 2017;
SERRANO et al., 2018). Segundo o Instituto Nacional do Céncer (INCa), em 2013 foram
registrados 5.430 casos fatais e, para 2018 a estimativa de novos casos de cancer cervical é de
16.340 (INCA, 2018a).

A vida de milhdes de pessoas é interrompida por variados tipos de cancer, visto que em
muitas situa¢fes os medicamentos disponiveis ndo atingem os efeitos terapéuticos esperados,
seja por falta de atividade ou até por resisténcia tumoral ao tratamento (HOUSMAN et al.,
2014; KUMAR et al., 2016). Neste sentido, os polifendis naturais sdo intensamente estudados
devido ao seu potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos, inclusive para o
tratamento do cancer cervical (MOGA et al., 2016; ZHOU et al., 2016).

Stryphonodendron adstringens (Mart.) Coville € popularmente conhecido como
barbatimdo (ALBUQUERQUE et al., 2007; GLASENAPP et al., 2014). Estudos ja foram
conduzidos para avaliar cientificamente as atividades bioldgicas de S. adstringens, os quais
comprovaram a atividade cicatrizante, antiulcerativa, anti-inflamatéria, antinociceptiva,
antisséptica e antimicrobiana (LIMA et al., 2016; SOUZA-MOREIRA; QUEIROZ-
FERNANDES; PIETRO, 2018).

Segundo a Farmacopéia Brasileira (2010), as cascas secas de S. adstringens contém
polifenois, sendo uma reconhecida e abundante fonte de taninos, como as proantocianidinas
(MELLO; PETEREIT; NAHRSTEDT, 1996a, 1996b, 1999; ISHIDA et al., 2006; SOUZA-
MOREIRA; QUEIROZ-FERNANDES; PIETRO, 2018). Diversos trabalhos avaliam o efeito
promissor dos polifendis frente a linhagens de células tumorais (KAMPA et al., 2007; MOGA
et al., 2016; LOSADA-ECHEBERRIA et al., 2017; ALAM; ALMOYAD; HUQ, 2018). Da

mesma forma, a avaliacdo da atividade anticancer dos polifendis classificados como taninos,
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especificamente taninos condensados ou proantocianidinas € amplamente investigada em
algumas espécies vegetais (NANDAKUMAR; SINGH; KATIYAR, 2008; ZHOU et al., 2016).
Contudo, ainda hd um amplo potencial inexplorado para a terapia do cancer em varias plantas
ricas em proantocianidinas, como no caso de S. adstringens (CAl et al., 2017).

Os polifendis sdo considerados antioxidantes naturais, contudo estudos mostram que 0s
antioxidantes naturais também sdo capazes de atuar como pré-oxidantes (EGHBALIFERIZ;
IRANSHAHI, 2016). Desta forma, o tratamento com polifenois capazes de induzir o estresse
oxidativo € uma estratégia para a terapia do cancer (MILEO; MICCADEI, 2016; STEPANIC
etal., 2015).

O estresse oxidativo resulta da perda de equilibrio entre a geracdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e o sistema antioxidante endogeno da célula (SOSA et al., 2013). Os niveis
de EROs intracelulares influenciam nas respostas celulares, de forma que baixos niveis sdo
necessarios para manter o crescimento e a proliferacdo celular. Ja, niveis de EROs
persistentemente elevados podem resultar em danos oxidativos (MOLONEY; COTTER, 2017).

Conforme a intensidade, o estresse oxidativo pode induzir a morte celular (FULDA et
al., 2010). A apoptose € considerada um tipo de morte celular regulada, sendo dividida em vias
intrinseca e extrinseca (SINHA et al., 2013). Na via intrinseca, distarbios resultam na formacéo
de poros na mitocdndria, mecanismo controlado pelos fatores pro-apoptéticos e anti-
apoptéticos da familia BCL-2 (SINHA et al., 2013). Desta forma, ocorre a ativacao da caspase
3 e fragmentacdo do DNA, eventos caracteristicos da apoptose (PROKHOROVA et al., 2015).

Os ensaios pré-clinicos pretendem avaliar a seguranca e a eficacia com propdsito de
viabilizar a realizacdo de pesquisas em seres humanos (GOLDIM, 2007). Em trabalhos prévios,
a fracdo enriquecida em proantocianidinas de S. adstringens (F2) mostrou-se segura nos testes
de genotoxicidade, toxicidade aguda e crbénica em roedores (COSTA et al., 2010, 2013).

Em seres humanos, a avaliacdo da seguranca toxicoldgica inicia-se com o Ensaio
Clinico Fase | (GOLDIM, 2007). Conforme COSTA (2011), as formulag¢Ges vaginais contendo
0,5% e 1,25% de F2 foram seguras e bem toleradas, com base nos parametros avaliados.

Considerando a necessidade de alternativas terapéuticas para o tratamento do cancer,
em particular para o cancer cervical, e a relevante atividade anticancer dos polifendis,
especialmente das proantocianidinas. O presente trabalho objetivou avaliar a atividade
anticancer in vitro e o mecanismo de acdo da fracdo enriquecida em proantocianidinas de S.
adstringens (F2) em células de cancer cervical, além da atividade antitumoral in vivo e, a

Seguranca em seres humanos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

O papilomavirus humano (HPV) é membro da familia Papillomaviridae. Considerado
um virus espécie-especifico, assim o HPV s6 é capaz de infectar humanos. Inclusive, a infecgéo
tem tropismo para tecidos especificos do hospedeiro, como para o epitélio cutaneo ou mucosa
(AKSOY; GOTTSCHALK; MENESES, 2017).

Os HPVs medem aproximadamente 50 a 60 nanémetros (nm) de didmetro, ndo sao
envelopados e apresentam capsideo com simetria icosaédrica. O material genético é constituido
por uma dupla fita de DNA circular, com aproximadamente 8000 pares de bases nucleotidicas.
O genoma do HPV é constituido basicamente por 3 regides, divididas em regido controladora
longa LCR (do inglés long control region), regido tardia L (do inglés late) e regido precoce E
(do inglés early), mostrado na Figura 1 (HARDEN; MUNGER, 2017; SPURGEON;
LAMBERT, 2017; VIARISIO; GISSMANN; TOMMASINO, 2017; SANJOSE; BROTONS;
PAVON, 2018).

E1: replicacéo e transcrigdo do DNA viral
E7

URR  E6

E2: replicagdo do DNA viral, apoptose,
URR ou LCR: origem da repressor da transcrigdo de E6 e E7
replicagcdo, controle da
expressdo génica E4: pode mediar a liberacdo de particulas
virais por meio da desestabilizagio do
Eq | citoesqueleto

L1: proteina principal do
capsideo E5: proliferagao celular, alteracdo nas vias de
sinalizagdo e apoptose

L2: proteina secundaria do
capsideo

E6: degradacdo da p53, alteragdo na regulacdo
do ciclo celular e apoptose

L2 E> E2 E7: degradagdo da pRb

Figura 1. Representacdo do genoma viral do HPV16. Fonte: Adaptado de SANJOSE et al.
(2018).

A LCR, também intitulada como regido regulatoria superior URR (do inglés upstream
regulatory region), € uma regido ndo codificante que controla a replicacéo e a pos-transcri¢éo
viral, contribuindo para a regulacdo da expresséo viral (SCHIFFMAN et al., 2016; GRAHAM,
2017).

A regido tardia (L) codifica as proteinas responsaveis pela formacéo do capsideo viral,
sendo divididas em proteina principal (L1) e proteina secundaria (L2). O capsideo viral &

formado por 72 capsdmeros pentaméricos, composto principalmente pela proteina L1. A
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proteina L1 também é utilizada para organizacdo filogenética e classificagdo do HPV nos
diferentes papilomavirus, em razdo da sua grande conserva¢do (HARDEN; MUNGER, 2017).

A regido precoce (E) codifica 6 proteinas, identificadas como E1, E2, E4, E5, E6 e E7.
As proteinas E1 e E2 sdo fundamentais para o inicio da replicacdo viral, sendo que E2 também
esta relacionada com a regulacdo da expressao dos oncogenes virais E6 e E7. A proteina E4
esta associada ao colapso no citoesqueleto durante o processo de liberagdo das particulas virais.
A proteina E5 influencia na proliferacdo celular e na apoptose por cooperar com as
oncoproteinas E6 e E7, além de alterar as vias de sinalizacdo e a resposta do sistema imune
(VENUTI et al., 2011; DIMAIO; PETTI, 2013; CRUZ-GREGORIO; MANZO-MERINO;
LIZANO, 2018).

Ja a expressdo dos oncogenes E6 e E7 sdo essenciais para a transformacao celular em
razdo da interacdo com as proteinas supressoras de tumor p53 e a proteina retinoblastoma (pRb),
respectivamente. A oncoproteina E7 é capaz de interagir e inativar reguladores do ciclo celular,
visto que ao fosforilar a pRb ocorre a liberacéo do fator de transcricdo E2F-1, o qual reinicia o
ciclo celular ao fazé-lo progredir da fase G1 para a fase S. Além disso, a oncoproteina E6 induz
a ubiquitinacdo da p53, desta forma a p53 ubiquitinada fica susceptivel a degradacédo
proteossomal, reduzindo assim a ocorréncia de apoptose nas células infectadas. Desta forma, a
acdo conjunta das oncoproteinas E6 e E7 permite a sobrevivéncia das células infectadas com o
HPV (MITTAL; BANKS, 2017; VIARISIO; GISSMANN; TOMMASINO, 2017).

HPV tem tropismo por células basais, tanto do epitélio escamoso quanto mucosa, em
decorréncia da sua capacidade de multiplicacdo celular. Geralmente, HPV penetra no epitélio
escamoso por meio de micro-abrasdes, forma de infecgdo observada no epitélio cérvico-vaginal
(Figura 2). Ou ainda, atinge a monocamada de células basais que constituem a jungdo escamo-
colunar do cérvix vaginal (HARDEN; MUNGER, 2017).

Camada cornea ‘l‘ Montagem do virus e

liberagao de L1, L2

Camada granulosa N ;
Expressao dos genes tardios (L)/
Replicagao produtiva E6, E7, EI,

Camada espinhosa E2, E1E4, E5

it bagl I Manutengdo da replicagao

El, E2,E6.€E7

Epitélio nao infectado Epitélio infectado com HPV

Figura 2. Ciclo de vida do papilomavirus humano (HPV). Fonte: Adaptado de MOODY (2017).



27

Ap0s penetrar na célula, o DNA do HPV permanece na forma epissomal, ou seja, na
forma circular. Além disso, mantém uma baixa taxa de multiplicacdo viral, de forma que ha
cerca de 50 a 100 copias virais por célula. Conforme ocorre a diferenciacéo celular, os genes
El, E2, E6, E7, L1 e L2 sdo sintetizados e ocorre a montagem da particula viral nas dltimas
camadas do epitélio, isso constitui a fase produtiva da multiplicacdo viral; sendo que ocorre
uma reinfec¢do ciclica das células ndo infectadas com as particulas virais (MOODY, 2017).

Contudo, a infeccdo persistente com HPV pode resultar em uma eventual integracdo do
genoma viral com o DNA celular, constituindo assim a fase ndo produtiva, onde nédo se
completa o ciclo de vida normal do HPV, portanto ndo h& producdo de particulas virais.
Contudo, h&d uma intensa expressdo das oncoproteinas E6 e E7 em razdo da ndo inser¢do ou
degradacdo do gene E2 durante a integracdo do genoma viral (HARDEN; MUNGER, 2017;
OYERVIDES-MUNOZ et al., 2018).

Desta forma, as células infectadas pelo HPV perdem o controle da divisdo celular,
ocasionando altera¢des na maturacédo e na arquitetura tipica do tecido, sendo que, tais alteraces
podem ser identificadas por meio do exame de Papanicolau. A evolugédo da infeccao pelo HPV
pode resultar em displasias cervicais que sdo divididas em lesbes intraepiteliais escamosa de
baixo grau (LSIL) e lesdes intraepiteliais escamosa de alto grau (HSIL) (BURD; DEAN, 2016).

A LSIL também é identificada como neoplasia intraepitelial cervical grau | (NIC 1),
geralmente relacionada com a forma epissomal do HPV, onde sdo encontradas células com
nucleo atipico, por exemplo; sendo possivel progredir para HSIL, também denominadas como
neoplasia intraepitelial cervicais grau Il e 111 (NICs Il e 111), onde 0 HPV pode encontrar-se na
forma epissomal ou integrado ao DNA celular. Nesta classificagdo, as células apresentam-se
isoladas ou em pequenos grupos, além de aumentar a relacdo nulcleo/citoplasma e
multinucleacdo (Figura 3) (NAYAR; WILBUR, 2015; HARDEN; MUNGER, 2017).

Assim, a evolucdo progressiva da NIC I, NIC Il e NIC I1l pode culminar no cancer in
situ e até no cancer invasivo, dependendo de qual genoma viral integrou-se ao genoma celular
(Figura 3) (GRAHAM, 2017). Entretanto, ha indicios de que o cancer cervical pode evoluir
diretamente de les6es do tipo NIC I, ou ainda o epitélio infectado pelo HPV pode rapidamente
apresentar alteragdes tipicas de lesfes do tipo NIC 111 (NEDJAI et al., 2018).

Além disso, nem todos 0s casos de cancer cervical estdo associados com a forma
integrada do virus, visto que em cerca de 15% dos casos de cancer o HPV se encontra na forma
epissomal, mas também pode ser encontrado em ambas as formas dentro da célula infectada
(GROVES; COLEMAN, 2015; MCBRIDE; WARBURTON, 2017).
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Figura 3. Progressao da infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV) e associagdo com lesdes
intraepiteliais escamosas em células infectados e com o cancer invasivo. Fonte: Adaptado de
WOODMAN; COLLINS; YOUNG (2007).

H& mais de 200 gendtipos do HPV identificados até o momento, sendo agrupados em 5
diferentes géneros, conforme a estrutura do genoma viral e o tropismo para os diferentes tecidos
epiteliais humanos, chamados de Alpha-, Nu-, Mu-, Beta- e Gamapapilomavirus (SANJOSE;
BROTONS; PAVON, 2018).

O género Alphapapilomavirus possui tropismo pelo epitélio cutaneo e mucosa (BURD;
DEAN, 2016). Neste género concentram-se os HPVs com maior importancia clinica, sendo
classificados conforme a habilidade oncogénica em HPVs de baixo risco e HPVs de alto risco,
tendo este Ultimo o maior potencial oncogénico (BURD; DEAN, 2016; SCHIFFMAN et al.,
2016).

Os HPVs de baixo risco oncogénico sao representados pelos tipos 6, 11, 40, 42, 43, 54,
61, 70, 72 e 81. Geralmente associados a quadros de verrugas na regido anogenital, mas também
podem causar lesdes intraepiteliais escamosa de baixo grau (LSIL). Cerca de 90% dos casos de
lesGes anogenitais ou condilomas acuminados sdo causados pelos HPVs 6 e 11 (SERRANO et
al., 2018).

Os HPVs de alto risco sao representados pelos tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58 e 59, conforme a Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (MITTAL; BANKS,
2017). Geralmente estdo associados a ocorréncia de lesdes intraepiteliais escamosa de alto grau
(HSIL) que podem evoluir para o cancer cervical. Além disso, também podem induzir ao cancer
anal, vulvar, vaginal, peniano, de cabeca e de pescoco (VIARISIO; GISSMANN;
TOMMASINO, 2017).
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Os HPVs 16 e 18 sdo responsaveis por grande parte dos casos de céancer cervical
(GRAHAM, 2017; SERRANO et al., 2018). Ambos HPVs estdo associados a infeccOes
persistentes e integracdo ao genoma celular, com consideravel producdo das oncoproteinas E6
e E7. Assim, ha alteracdes no processo apoptotico e na proliferacao resultando na transformacéo
celular (VIARISIO; GISSMANN; TOMMASINO, 2017).

A integracdo do genoma do HPV pode transformar as células a ponto de imortalizé-las
e possibilitar seu crescimento em condi¢Oes artificiais, ou seja, in vitro. A linhagem celular
HeLa possui de 10 a 50 copias do HPV18 integrado ao genoma celular, sendo originaria de um
adenocarcinoma. Ja a linhagem celular SiHa apresenta 1-2 copias do HPV16 integrado ao
genoma celular, sendo oriunda de um carcinoma escamoso grau Il (DIAO et al., 2015). Por
outro lado, a linhagem celular C33A néo possui 0 genoma do virus HPV integrado ao seu DNA,

sua imortalizacdo decorre de uma mutacdo na p53 (DING et al., 2007).

2.1.1 Papilomavirus humano (HPV) e o cancer cervical

Aproximadamente 15-20% dos casos de cénceres identificados no mundo estio
relacionados com causas virais, podendo estar atrelado a infecgdes pelo papilomavirus humano
(HPV) de alto risco, virus Epstein-Barr (EBV), virus da hepatite B (HBV), virus da hepatite C
(HCV), virus linfotrépico da célula T humana (HTLV-1), herpesvirus associado ao Sarcoma de
Kaposi (KSHV) e o poliomavirus das células de Merkel (MCV), por exemplo (SOTO; SONG;
MCLAUGHLIN-DRUBIN, 2017).

A transmissdo do HPV é por contato sexual, sendo a doenca sexualmente transmissivel
(DST) mais prevalente no mundo dentre as infeccGes virais (BODA et al., 2018). Contudo, em
raras situacOes pode ocorrer a transmissdao materno-fetal durante o parto. Grande parte das
pessoas sexualmente ativas entrardo em contato com o HPV, mesmo que ndo apresentem
verrugas genitais ou displasias cervicais ao longo da vida (WORKOWSKI; BOLAN, 2015).

Mais de 99% dos casos de cancer cervical estdo associados ao HPV, e como mencionado
anteriormente os HPVs de alto risco HPV16 e HPV18 séo responsaveis por 55% e 18% dos
casos, respectivamente (JOHNSON et al., 2018; SERRANO et al., 2018). O cancer cervical &
considerado o quarto cancer mais frequente em mulheres no mundo. Além disso, também é o
guarto cancer mais fatal no mundo. Estima-se a ocorréncia de mais de 500.000 novos casos
anualmente com cerca de 270.000 mortes a nivel mundial (SMALL et al., 2017; SERRANO et
al., 2018).



30

Grande parte dos casos de cancer cervical diagnosticados no mundo, cerca de 84%,
encontram-se em regides menos desenvolvidas. A Asia concentra uma parcela significativa da
porcentagem de novos casos e mortes, seguido pela Africa e pelas Américas (SERRANO et al.,
2018).

Em 2016, a incidéncia do cancer cervical no Brasil foi estimada em 15,85/100.000
mulheres, 0 que representa o terceiro cancer mais incidente nas mulheres. Entretanto, a
incidéncia varia conforme a regido geogréafica, sendo maior na regido Norte com 23,97/100.000
mulheres e menor na regido Sudeste, com cerca de 11,30/100.000 mulheres (COLPANI et al.,
2016; ALMEIDA et al., 2017).

No Brasil, a mortalidade do cancer cervical em 2014 foi de 4,88/100.000 mulheres,
representando o quarto cancer mais letal. Da mesma forma, houve variacdo na mortalidade
dentre as diferentes regifes do Brasil, e a regido Norte novamente desponta com 11,75/100.000
mulheres (ALMEIDA et al., 2017). Segundo o Instituto Nacional do Céncer (INCa), em 2013
foram registrados 5.430 casos fatais e, para 2018 a estimativa de novos casos de cancer cervical
é de 16.340 (INCA, 2018a).

2.1.2 Tratamento: das displasias cervicais até o cancer cervical

O numero de casos de cancer cervical poderia ser menor se houvesse um adequado
diagndstico, tratamento e acompanhamento das displasias cervicais (CASTLE et al., 2017). As
lesbes do tipo LSIL sdo transitorias e em cerca de 90% dos casos regridem espontaneamente
dentro de 2 anos (SCHIFFMAN; WENTZENSEN, 2013). Contudo, aproximadamente 10% das
lesGes do tipo LSIL progridem para HSIL dentro de 2 anos (QUINT et al., 2013).

Geralmente, as lesdes HSIL sdo tratadas por meio de métodos excisionais ou por
métodos ablativos. No primeiro, a lesdo é removida por meio de conizagdo com bisturi ou alta
frequéncia, por exemplo. J& nos métodos ablativos a lesdo € destruida in situ por meio da
crioterapia, eletrocoagulacao ou termocoagulacdo, por exemplo (CASTLE et al., 2017).

Além disso, a terapia fotodindmica e formulagdes topicas com farmacos capazes de
modificar a resposta imune, como o imiquinod, podem ser alternativas para o tratamento das
displasias cervicais (KOENEMAN et al., 2016; PARK; PARK, 2016).

Ja as lesdes do tipo NIC 11l podem progredir para o cancer cervical invasivo em 12% a
40% dos casos, e um dos principais fatores para a progressao € a infecgdo persistente com os
HPVs de alto risco (BEKOS et al., 2018). Entretanto, outros fatores também podem influenciar

como, multiparidade, uso prolongado de contraceptivos hormonais, fumo e infecgéo
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concomitante com microorganismos sexualmente transmissiveis (SCHIFFMAN et al., 2016;
BODA et al., 2018).

O cancer cervical é classificado por meio de parametros clinicos, de forma que o
estadiamento tumoral varia desde o “Estagio 0” caracterizado pelo carcinoma in situ até o
“Estagio IVb” quando ha metastase para 6rgdos distantes, de acordo com a Federagdo
Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FREEMAN et al., 2012).

O tratamento do céancer cervical depende do estadiamento da doenca e de fatores
pessoais, como idade e desejo de maternidade (INCA, 2018b). Sendo que, a terapia pode ser
por meio da remogdo cirdrgica parcial ou total da regido afetada, com ou sem uso de
radioterapia. Além disso, é possivel a associacdo com a quimioterapia, geralmente realizada
com cisplatina, mas outros quimioterapicos também podem ser utilizados, como o paclitaxel, o
topotecano e a gemcitabina (SCHIFFMAN et al., 2016; TSUDA; WATARI; USHIJIMA, 2016;
WU; JERONIMO; FELDMAN, 2017; INCA, 2018b).

2.2 CANCER E AS PLANTAS MEDICINAIS

Globalmente, milhdes de vidas sdo interrompidas pelos mais diversos tipos de cancer.
Assim, a pesquisa por novas formas de prevencao e tratamento do cancer é imprescindivel e
urgente (KUMAR et al., 2016).

As plantas medicinais sdo fonte de diversos medicamentos utilizados para o tratamento
do cancer, como por exemplo a vincristina e a vimblastina originarios da Catharanthus roseus
ou Vinca rosea; a podofilotoxina originaria da Podophylum peltatum; o taxol originario do
Taxus brevifolia e, a camptotecina isolada da Campthotheca acuminate (JUAREZ, 2014).

Contudo, em muitas situacBes os medicamentos disponiveis ndo atingem os efeitos
terapéuticos esperados, seja por falta de atividade ou até por resisténcia tumoral ao tratamento
(HOUSMAN et al., 2014). Em decorréncia destas situacfes deve-se buscar novos candidatos
para a terapia do cancer. Neste sentido, os polifendis naturais sdo intensamente estudados, em
razdo do seu potencial para o desenvolvimento de medicamentos para o tratamento do cancer,

inclusive para o tratamento do cancer cervical (MOGA et al., 2016; ZHOU et al., 2016).
2.2.1 Geénero Stryphnodendron

O género Stryphnodendron pertence a familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae,
ordem Fabales; sendo composto por cerca de 42 espécies, as quais se distribuem pela América
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Central e América do Sul, com destaque para o territorio brasileiro (OCCHIONI, 1990; LOPES
et al., 2009).

As espécies do género Stryphnodendron sdo adaptadas ao clima tropical e subtropical.
Assim, podem ser encontradas em diversos tipos de vegetacdo tipicas do Brasil, contudo
concentram-se no Cerrado e na Amazonia, onde pode-se encontrar espécies ands prostradas
com aproximadamente 50 centimetros de altura ou até arvores de grande porte com 35 a 40
metros de altura (OCCHIONI, 1990).

A atividade farmacologica das cascas das espécies de Stryphnodendron € atribuida a
presenca de altas concentracdes de taninos, os quais conferem o caracteristico sabor
adstringente, decorrente da precipitacdo de proteinas salivares (SOUZA-MOREIRA,;
QUEIROZ-FERNANDES; PIETRO, 2018).

2.2.2 Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

S. adstringens (Mart.) Coville é popularmente conhecido como barbatiméo, barbatiméo-
verdadeiro, barba-de-timdo, casca-da-virgindade, faveira e barbatimdo-branco. Os povos
indigenas chamavam-no de Ibatim6, que significa arvore que aperta, devido as suas
propriedades adstringentes (PANIZZA et al., 1988; ALBUQUERQUE et al., 2007;
GLASENAPP et al., 2014).

Além disso, a espécie S. adstringens possui como sinénimos: Acacia adstringens Mart.,
Mimosa barbadetiman Vell., Mimosa virginalis Arruda, Stryphnodendron barbadetiman
(Vell.) Mart., e Stryphnodendron barbatimao Mart. Outras espécies sdo erroneamente
intituladas na literatura como barbatimao, mas séo reconhecidas como falso-barbatimédo, sendo
elas: Abarema cochliocarpos (Gomes) Barneby & Grimes, Pithecellobium cocliocarpum
(Gomez) Machbr., e Dimorphandra mollis Benth. (OCCHIONI, 1990; SOUZA-MOREIRA,;
QUEIROZ-FERNANDES; PIETRO, 2018).

A distribuicdo geografica desta espécie ocorre nas cinco regides do pais, concentrando-
se nos estados de Tocantins, Bahia, Distrito Federal, Goiés, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, S&o Paulo e Parand (GLASENAPP et al., 2014).

S. adstringens caracteriza-se por ser uma planta arborea de porte pequeno, tortuosa, com
ramos curtos e grossos. As cascas sdo recuadas no sentido transversal, com coloracéo pardo-
esverdeada na superficie externa e pardo-avermelhada na superficie interna. A arvore pode
atingir de quatro a nove metros de altura, mas seu crescimento é lento. As folhas sdo alternas,

grandes, duplicado-pinadas com aproximadamente 30 cm de comprimento. As inflorescéncias
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s&o do tipo espigas delgadas, enquanto o fruto é do tipo legume alongado (Figura 4) (SANCHES
etal., 2007; SOUZA-MOREIRA; QUEIROZ-FERNANDES; PIETRO, 2018).

Figura 4. (A) Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville. (B) Foliolos e cascas picadas de S.
adstringens. Fonte: Acervo pessoal.

Baseando-se na etnofarmacologia, diversos estudos ja foram conduzidos para avaliar
cientificamente as atividades bioldgicas de S. adstringens. Assim, trabalhos ja comprovaram a
atividade do barbatimdo como cicatrizante, antiulcerativo, anti-inflamatorio, antinociceptivo,
antisséptico, antimicrobiano e antiprotozoario (LIMA et al., 2016; SOUZA-MOREIRA,;
QUEIROZ-FERNANDES; PIETRO, 2018). Assim, ha um notavel interesse do Ministério da
Saude na integracao de S. adstringens as politicas publicas de satde, demonstrado por meio da
sua incluséo na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse SUS (RENISUS, 2018).

O uso etnofarmacologico mais comum das cascas do barbatimdo é como cicatrizante.
Estudos mostram que a fracdo acetato de etila 1% obtida da casca do barbatimé&o foi capaz de
cicatrizar feridas excisionais na pele de ratos em até 10 dias de tratamento topico
(HERNANDES et al., 2010). Da mesma forma, o extrato aquoso 10% das cascas de barbatiméo
cicatrizou completamente as feridas de ratos tratados durante 14 dias (COELHO et al., 2010).

Outro estudo avaliou o tratamento de pacientes com Ulcera de decubito, onde 100% das
lesBes cicatrizaram ap0ds tratamento com a pomada contendo 3% do fitocomplexo fendlico do
barbatimdo (MINATEL et al., 2010). No mercado nacional, ja existe um medicamento
registrado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) produzido a partir do
barbatimdo com indicagdo para cicatrizacdo de diversos tipos de lesGes cutaneas, sendo
comercializado como FITOSCAR® e produzido pela empresa Apsen Farmacéutica
(http://www.apsen.com.br).

O extrato bruto de S. adstringens e suas fracdes também promoveram redugdo nas
lesbes na mucosa gastrica induzidas por estresse agudo ou etanol-acidificado, quando

comparado com o medicamento de referéncia, cimetidina (AUDI et al., 1999). Da mesma
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forma, Martins et al. (2002) observaram que o extrato de barbatimao inibiu a ulceracdo géstrica
em ratos.

A atividade anti-inflamatoria do extrato da casca de barbatimdo foi observada em
modelos agudos e cronicos de inflamacao em ratos, sendo téo efetiva na inibicdo da inflamacéo
quando a fenilbutazona, anti-inflamatoério ndo esteroidal de referéncia (LIMA; MARTINS; DE
SOUZA, 1998). Além disso, extratos de S. adstringens apresentaram atividade inibitdria in
vitro do Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) e efeito anti-inflamatdério em modelo agudo
de artrite (HENRIQUES et al., 2016).

Diversos extratos e fracbes de S. adstringens apresentam notavel atividade
antimicrobiana. Na literatura, a atividade antibacteriana j& esta descrita contra Enterococcus
faecalis, Lactobacillus casei, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguinis, Streptococcus mitis e Streptococcus
sobrinus, por exemplo (AUDI et al., 2004; SOUZA et al., 2007a, 2007b; SOARES et al., 2008;
GOMES et al., 2009; PEREIRA et al., 2011).

Da mesma forma, o S. adstringens apresentou relevante atividade antifingica ja descrita
na literatura. ISHIDA et al. (2006) avaliaram o extrato bruto e fragdes da casca de barbatiméo
em cepas de referéncia e/ou isolados clinicos de Candida albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis
e Candida sp. e, obtiveram resultados de inibicdo acima de 7,8 mg/L, os quais sdo comparaveis
ao da nistatina (medicamento de referéncia). Sendo a atividade atribuida aos taninos
condensados, responsaveis pela perda da integridade da parede celular das leveduras. Além
disso, as fracOes das cascas de S. adstringens também inibiram a proliferacdo das células
plancténicas e do biofilme de C. albicans e de espécies ndo-albicans (incluindo isolados
resistentes ao fluconazol) (LUIZ et al., 2015; FREITAS et al., 2018).

Desordens génito-urinarias também integram o grupo dos usos etnofarmacoldgicos mais
comuns para as cascas do barbatiméo, principalmente nos casos de candidiase vulvovaginal
(SOUZA-MOREIRA; QUEIROZ-FERNANDES; PIETRO, 2018). Baseando-se no uso
popular, foi avaliada a atividade in vivo da fracdo aquosa das cascas de S. adstringens em
modelo murino de candidiase vaginal, e o tratamento foi capaz de controlar eficientemente a
infeccdo vaginal causada por C. albicans e C. glabrata (FREITAS et al., 2018).

Ha relatos de outras atividades antifungicas do barbatimdo em Cryptococcus
neoformans, Trychophyton rubrum e Pythium insidiosum, por exemplo (ISHIDA et al., 2009;
MELO E SILVA; DE PAULA; ESPINDOLA, 2009; TROLEZI et al., 2017). A atividade

antiprotozoario de S. adstringens ja foi mostrada em Herpetomonas samuelpessoai, em
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Trypanossoma cruzi, e em Leishmania amazonensis (HERZOG-SOARES; ALVES, 2002;
HOLETZ et al., 2002, 2005; LUIZE et al., 2005; HERZOG-SOARES et al., 2006).

Em 2015, foi publicada a patente “Pharmaceutical composition using Stryphnodendron
extracts for treating HPV infection” sob nimero de publicacdo US9023405 B2. Na qual citava
inicialmente diversas espécies do género Stryphnodendron, além Pithecellobium avaremotemo
e Abarema cochliocarpos. Contudo, todas as atividades bioldgicas contempladas no registro
foram relacionadas a A. cochliocarpos, inclusive a atividade nas lesdes do tipo condiloma
acuminado provocadas pelo HPV (LINS NETO et al., 2015).

Diversos trabalhos avaliam o efeito promissor de diferentes tipos de polifendis frente a
linhagens de células tumorais (KAMPA et al., 2007; MOGA et al., 2016; LOSADA-
ECHEBERRIA et al., 2017; ALAM; ALMOYAD; HUQ, 2018). Da mesma forma, a avaliacio
da atividade anticancer de polifendis classificados como taninos, especificamente taninos
condensados ou proantocianidinas é amplamente investigada em algumas espécies vegetais,
como nas sementes de Vitis vinifera (NANDAKUMAR; SINGH; KATIYAR, 2008; ZHOU et
al., 2016). Contudo, ainda ha um amplo potencial inexplorado para a terapia do cancer em varias
plantas ricas em proantocianidinas, como no caso de S. adstringens (CAl et al., 2017).

Nesta busca, SABINO et al. (2018) investigaram a acdo da fracdo aquosa das folhas de
S. adstringens em linhagens celulares de cancer de mama humano, especificamente nas
linhagens MCF-7 e MDA-MB-435. Houve reducdo na viabilidade celular, alteragbes na
morfologia celular, fragmentacdo do DNA, além da inducdo de apoptose e autofagia nas células

tratadas.
2.2.2.1 Composicao quimica

Segundo a Farmacopéia Brasileira (2010), as cascas secas de S. adstringens contém
cerca de 8% de taninos. Ja os extratos das cascas podem apresentar de 25 a 39% de taninos
(SANTOS et al., 2002; MENDONCA et al., 2012). De forma que a concentracao de taninos
pode ser maior dependendo de fatores como as condi¢fes climaticas, local e época de coleta da
planta e até da metodologia de extracdo adotada (REZENDE et al., 2015; YANG et al., 2018a).

Compostos fenolicos caracterizam-se por apresentar pelo menos um anel aromatico com
um ou mais grupos hidroxila ligados, sendo que os polifen6is possuem maltiplos anéis fenolicos
em sua estrutura (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2006). Os polifendis compreendem
um dos mais diversificados e numerosos grupos de substancias, com mais de 8000 estruturas
fendlicas ja publicadas (ZHANG et al., 2015).
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Os polifendis sdo uma importante e abrangente categoria de metabdlitos secundarios.
Geralmente, os metabolitos secundarios ndo estdo associados com processos vitais da planta
mas sim, com a protecdo contra o ataque de patdgenos (fungos, bactérias, virus), herbivoros e
mudancas provocadas pela radiacdo, variacdo de temperatura, estresse hidrico ou nutricional
(OLIVOTO et al., 2017; WINK, 2018).

Os taninos sdo metabolitos secundarios de natureza polifendlica, soliveis em agua, com
peso molecular entre 500 e 3.000 Daltons. Além disso, apresentam uma grande quantidade de
hidroxilas ligadas aos anéis fenolicos que conferem a capacidade de precipitar alguns
alcaloides, proteinas e gelatina. Caracteristica responsavel pela adstringéncia dos taninos, em
razdo das ligacOes entre os grupos hidroxila e as proteinas salivares (SMERIGLIO et al., 2017).

Da mesma forma, os taninos também sdo utilizados comercialmente para precipitar
proteinas com objetivo de transformar pele em couro, aumentando a resisténcia do tecido ao
apodrecimento. Caracteristica explorada por muitos anos, sendo inclusive responsavel pela
origem da denominag@o “tanino”, proveniente da palavra francesa “tan” (cascas de carvalho
usadas tradicionalmente para produzir o couro) que é derivado do termo celta “tann-", que
significa carvalho (QUIDEAU et al., 2011).

Os taninos ndo sdo um grupo quimico unificado, visto que apresentam uma ampla gama
de estruturas quimicas e pesos moleculares (ZHANG et al., 2015). Conforme a estrutura
quimica e as propriedades, os taninos podem ser distribuidos em dois grandes grupos: taninos
hidrolisaveis e taninos condensados (MELONE et al., 2013).

Os taninos hidrolisaveis possuem um grupo poliol central (geralmente D-glucose), onde
o0s grupos hidroxila sdo substituidos por grupos fendélicos ligados a moléculas de acido galico
ou acido elagico, sendo classificados como galotaninos ou elagiotaninos, respectivamente. Uma
peculiaridade destas moléculas é de serem hidrolisadas por acidos e bases fracas, enzimas e
agua quente (SMERIGLIO et al., 2017).

Os taninos condensados, também conhecidos como proantocianidinas, caracterizam-se
por serem formados por polimeros de flavan-3-ol ou ainda de flavan-3,4-diol. Tais mondmeros
de proantocianidas, também chamados de catequina ou epicatequina, ligam-se por ligacGes
carbono-carbono, principalmente do tipo C4 - C8 ou C4 - C6 no caso das proantocianidinas
do tipo B. Ja as proantocianidinas do tipo A, apresentam ligacdes adicionais de carbono-
carbono do tipo C2 - C7 (SMERIGLIO et al., 2017).

As proantocianidinas sdo polimeros complexos que se distinguem por suas ligacoes
carbono-carbono ndo serem susceptiveis a hidrélise (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD,
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2006; ASHOK; UPADHYAYA, 2012). Contudo, quando as proantocianidinas sofrem
clivagem catalisada por &cidos, formam-se pigmentos avermelhados, tipicos da classe das
antocianinas (TSAO, 2010).

Conforme o numero de hidroxilas presente nos anéis fendlicos, as proantocianidinas
podem ser classificadas, por exemplo em: procianidinas, prodelfinidinas, prorobinetinidinas,
properlargonidinas, profisetinidinas, probinetinidinas, proguibourinidinas, proteracacianidinas,
promelacacinidina e prodistenidina (LOPES et al., 2009; NEILSON; O’KEEFE; BOLLING,
2016).

As proantocianidinas sdo abundantes na dieta, estando presentes em alimentos e
bebidas, como frutas (uva, maca, péssego, pera, amora, morango, framboesa, etc), castanhas,
cereais, chocolate, cacau, cha, vinho e cerveja, por exemplo (NEILSON; O’KEEFE;
BOLLING, 2016).

Adicionalmente, as cascas de S. adstringens sdo uma reconhecida e abundante fonte de
proantocianidinas (MELLO; PETEREIT; NAHRSTEDT, 19964, 1996b, 1999; SANTOS et al.,
2002; SOUZA-MOREIRA; QUEIROZ-FERNANDES; PIETRO, 2018). Conforme ISHIDA et
al. (2006), na fracdo aquosa das cascas de S. adstringens ha polimeros de proantocianidinas,
constituidos por unidades de prodelfinidinas e prorobinetinidinas com cerca de 2114 Daltons,

no qual provavelmente predominam as liga¢des do tipo C4 - C8 (Figura 5).
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Figura 5. Provavel estrutura quimica dos polimeros de proantocianidinas presentes na fracdo
aquosa de S. adstringens. Fonte: ISHIDA et al. (2006)
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2.3 MORTE CELULAR

A morte celular regulada baseia-se na existéncia de uma maquinaria molecular capaz de
acelerar ou retardar o processo de morte, sendo que também pode ser modulada por
intervencgdes farmacoldgicas ou genéticas. A morte celular regulada ocorre em duas situagdes
opostas, a primeira transcorre na auséncia de perturbaces exdgenas e, objetiva a renovacao
fisioldgica de tecidos. Situacdo geralmente denominada como morte celular programada. Na
segunda forma de atuacdo ha influéncia de intensas e/ou prolongadas perturbacdes
intracelulares ou extracelulares, que impedem as respostas adaptativas capazes de modular o
estresse e, assim restaurar a homeostase celular (GALLUZZI et al., 2018).

A morte celular € frequentemente classificada baseando-se nas alteracGes morfoldgicas
da célula em trés formas principais. A primeira forma é a morte celular tipo I ou apoptose, onde
a célula apresenta encolhimento citoplasmatico, condensacdo da cromatina, fragmentagéo
nuclear, “blebs” de membrana, culminando na formacdo de corpos apoptéticos. A segunda
forma é a morte celular do tipo Il ou autofagia, na qual hd uma intensa vacuolizacdo
citoplasmatica. E, a ultima forma é a morte celular do tipo Ill ou necrose, que se caracteriza
pela perda da integridade da membrana celular, resultando no extravasamento do contetdo
citoplasmatico (GALLUZZI et al., 2007).

Contudo, GALLUZZI et al. (2018) propdem que a classificacdo de morte celular seja
atualizada, passando a considerar principalmente os aspectos moleculares que modulam a
iniciacdo, execucdo e propagacdo da morte celular, associado a relevancia fisiopatoldgica de
cada tipo de morte celular. Desta forma, as principais classificagdes de morte celular regulada
sdo: (1) apoptose por via intrinseca; (2) apoptose por via extrinseca; (3) necrose direcionada
pela permeabilizacdo mitocondrial; (4) necroptose; (5) ferroptose; (6) piroptose; (7) partanatos;
(8) entose; (9) NETose; (10) morte celular dependente de lisossomos; (11) morte celular
dependente de autofagia e (12) morte celular imunogénica.

2.3.1 Processo de morte celular por apoptose, necrose ou autofagia

Em diversos trabalhos, a apoptose é considerada como sin6bnimo de morte celular
programada, contudo esta denominacdo nao € adequada. Devido ao fato da necrose também
poder ser regulada por vias de sinalizacdo, sendo possivel que ocorra a morte celular
programada por necrose (GALLUZZI et al., 2007). Conforme o Comité de Nomenclatura sobre
Morte Celular de 2018, a apoptose € classificada como uma forma de morte celular regulada
(GALLUZZI et al., 2018).
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A apoptose € influenciada diretamente pelas cisteino-proteases ou caspases,
especificamente pelas caspases iniciadoras 8, 9 e 10 e, pelas caspases executoras ou efetoras 3,
6 e 7 (REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016). A apoptose divide-se em duas vias,
sendo elas: via extrinseca ou mediada por receptor de morte e, via intrinseca ou mediada pela
mitocondria (SINHA et al., 2013).

Na via extrinseca de morte celular, ha ativacdo dos receptores de morte presentes na
membrana celular, que incluem a superfamilia de receptores de Fatores de Necrose Tumoral
(TNF-R1, TRAILR1 e TRAILR2), alem dos receptores de morte FAS (CD95 ou APO-1), por
exemplo. Apos a ligacdo do ligante no receptor de morte ocorre o recrutamento de proteinas
adaptadoras, como a FADD. Ao ligar-se, a FADD libera um dominio de morte (DD) que recruta
pré-caspases. O complexo formado promove a ativacdo das caspases iniciadoras 8 ou 10, que
por sua vez ativam as caspases efetoras 3, 6 e 7 (Figura 6) (REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-
BATES, 2016).

A descricdo acima refere-se a apoptose via extrinseca de “células tipo I”, a qual
geralmente ocorre em células do timo e linfocitos maduro. Contudo, ha um outro caminho
dentro da via extrinseca da apoptose, denominado de “células tipo II”. No qual a caspase 8 cliva
o fator pré-apoptdtico Bid para sua forma truncada tBid, que é capaz de permeabilizar a
membrana externa da mitocdndria. Sendo geralmente identificado nos hepatdcitos, células
pancreaticas beta e na maioria das células tumorais (Figura 6) (GALLUZZI et al., 2018).

Na via intrinseca, a apoptose é mediada pela mitocdndria (Figura 6). De forma que,
indutores estimulam disturbios na mitocondria que resultam na formacao de poros, mecanismo
controlado pela familia BCL-2. A familia BCL-2 é composta pelos fatores pré-apoptoticos
Bax, Bak, Bok, Bid, Bim, Bik, Bad, Bmf, Hrk, Noxa, Puma, BIk, etc. e pelos fatores anti-
apoptoticos BCL-2, BCL-w, A1, MCL-1, etc (SINHA et al., 2013). Assim, a formacédo de poros
na membrana externa da mitocondria decorre principalmente, do desequilibrio entre os fatores
pré-apoptoticos Bax e Bak e o fator anti-apoptdtico BCL-2. Desta forma, fatores apoptogénicos
sdo liberados, como o citocromo c, o qual liga-se ao fator apoptético de ativacdo de protease 1
(Apaf-1) e a pré-caspase 9, formando o complexo denominado apoptossomo. Desta forma, o
apoptossomo é responsavel pela ativacdo da caspase efetora 3. Além disso, também ¢é liberado
no citoplasma a proteina Diablo/Smac e HTRA2/Omi que inativam os inibidores da apoptose
(IAPs) (PROKHOROVA et al., 2015; REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016).

A atividade catalitica das caspases efetoras 3, 6, e 7 € a responsavel pelas alteragdes

morfolégicas e bioquimicas relacionadas com a apoptose, como a fragmentacdo do DNA,
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exposicao da fosfatidilserina e a formacao de corpos apoptéticos. Sendo que a ativagdo da
caspase 3 favorece a fragmentacdo do DNA por meio da inativagdo proteolitica da subunidade
alfa do fator de fragmentacdo do DNA (ICAD), e consequente ativacao catalitica do CAD
(NAGATA, 2005; GALLUZZ| et al., 2018).
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Figura 6. Esquema das vias intrinseca e extrinseca de ativagdo da morte celular por apoptose.
Fonte: Adaptado de MACFARLANE; WILLIAMS (2004).

A necrose caracteriza-se principalmente pela perda da integridade da membrana celular,
além de aumento do volume celular, inchaco das organelas e condensacdo moderada da
cromatina (GALLUZZI et al., 2007). Por muito tempo foi considerada somente como um modo
de morte acidental, mas estudos demonstram que ha regulacdo por vias de sinalizacdo, sendo
denominadas como necrose direcionada pela permeabilizacdo mitocondrial, necroptose,
partanatos, ferroptose e piroptose (GALLUZZI; BRAVO-SAN PEDRO; KROEMER, 2014).

A necrose direcionada pela permeabilizacdo mitocondrial geralmente decorre de um
intenso estresse oxidativo e acumulo de célcio intracelular. De forma que ocorre uma abrupta
permeabilizagdo da membrana interna da mitocondria, resultando em uma rapida
despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial e em uma ruptura osmotica da
membrana interna e externa da mitocondria. O mecanismo molecular desta morte ainda esta
sob intensa investigacdo, mas resultados indicam a influéncia da permeabilidade do complexo

de poros de transicdo, que se localizam nas jungbes da membrana interna e externa da
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mitocondria. Sendo um processo de morte independente da ativacdo de caspases (GALLUZZI,
BRAVO-SAN PEDRO; KROEMER, 2014; GALLUZZI et al., 2018).

A necroptose decorre de perturbacfes na homeostase intracelular ou extracelular que
induzem a ativacdo de receptores de morte, como FAS e TNFR1. A necroptose é um processo
de morte independente da mitocéndria e da ativacao de caspases, de forma que apos a iniciagdo
do receptor, ocorre a ativagdo da proteina RIPK3 pela RIPK1 (do inglés, receptor integrating
protein kinases) que culmina no complexo necroptossoma, se a caspase 8 estiver bloqueada ou
ausente (GALLUZZI et al., 2018).

Na partanatos ocorre uma hiperativacao da poli(ADP-ribose) polimerase 1 (PARP1) que
causa severos danos no DNA, também h& danos na mitocéndria que geram uma catastrofe
bioenergética, sendo que ndo ha influéncia de caspases. A ferroptose é dependente de altas
concentracdes de ferro, que influenciam na deplecéo do sistema antioxidante culminando em
uma intensa lipoperoxidacao. Na piroptose, geralmente ha ativacao das caspases inflamatorias,
resultando em danos no DNA e permeabilizacdo da membrana celular (GALLUZZI; KEPP;
KROEMER, 2016; GALLUZZI et al., 2018).

Deve-se avaliar com cuidado os experimentos in vitro, visto que nos estagios finais da
apoptose geralmente hd uma completa ruptura da membrana celular, resultando assim em
células com morfologia tipica de morte celular por necrose, ou seja, ocorre um processo de
necrose secundaria (BERGHE et al., 2010).

A autofagia é um processo catabolico responsavel pela reciclagem e degradacdo de
componentes celulares danificados. Assim, a autofagia controla a sobrevivéncia e a morte
celular conforme a extensédo dos danos celulares (NAVARRO-YEPES et al., 2014). O processo
citoprotetivo da autofagia é Util para sobrevivéncia durante o estresse celular (como acimulo
de EROs), resultando em células resistentes ao estresse, mas também permite a sobrevivéncia
de células tumorais (SUI et al., 2013; POILLET-PEREZ et al., 2015).

A morte celular dependente de autofagia caracteriza-se por uma massiva vacuolizagdo
do citoplasma, desde que sem relacdo com outros tipos de morte, como a necroptose ou
ferroptose (GALLUZZI et al., 2007, 2018). Os vacuolos autofagicos sdo compostos por uma
dupla membrana lipidica, contudo apds a fusdo com lisossomos ocorre a degradacéo da camada
interna gerando os autolisossomos (KLIONSKY; ESKELINEN; DERETIC, 2014; WANG,;
FENG, 2015).
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2.3.2 Estresse oxidativo versus morte celular

O estresse oxidativo resulta basicamente da perda de equilibrio entre a geracdo de EROs
e 0 sistema antioxidante endogeno da célula (SOSA et al., 2013). As EROs sao radicais, ions
ou moléculas com elétrons desemparelhados, intensamente reativos e produzidos
principalmente pela mitocéndria (SINHA et al., 2013). Sendo divididas em radicais livre, como
por exemplo anion superoxido (O2") e radical hidroxila (OH") e, em moléculas ndo-radicais,
como por exemplo peroxido de hidrogénio (H202) e &cido hipocloroso (HOCI) (LIOU; STORZ,
2010).

Os niveis de EROs intracelulares influenciam nas respostas celulares, de forma que
baixos niveis sd0 necessarios para manter o crescimento e a proliferacdo celular. Contudo,
niveis de EROs persistentemente elevados podem resultar em danos oxidativos e, até morte
celular (MOLONEY; COTTER, 2017).

O sistema antioxidante intracelular é responsavel por modular os niveis de EROs. A
detoxificacdo pode ser realizada por meio de enzimas antioxidantes enddgenas, como por
exemplo a superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase.
Ademais, moléculas ndo-enzimaticas também detoxificam EROs, como por exemplo a
glutationa. Sendo que a proteina glutationa € o principal tiol celular (MARENGO et al., 2016).

A habilidade celular para resistir ao estresse e manter a homeostase celular influencia
no tipo de dano que a célula pode sofrer. De forma que o estresse oxidativo pode resultar por
exemplo, na reducdo dos niveis de ATP, elevacgdo da concentragdo de célcio intracelular, danos
no DNA, alterac6es na membrana celular, reducdo nos niveis de glutationa, comprometimento
da cadeia transportadora de elétrons, alteracdo na regulacdo da expressao génica. Culminando
nos diferentes tipos de morte celular, como apoptose, necrose e/ou autofagia (FULDA et al.,
2010; MAO et al., 2017).

As células tumorais diferem das células normais principalmente pela capacidade de
resistir aos mecanismos de morte celular. Durante o processo de tumorigénese, a concentracao
de EROs e muito maior nas células tumorais, do que nas células normais. Para compensar, ha
uma intensificagdo na atividade do sistema antioxidante enddégeno das células tumorais,
permitindo que estas células permanecam vivas (GORRINI; HARRIS; MAK, 2013; PANIERI;
SANTORO, 2016; SAHA et al., 2017). Assim, aumento nos niveis de EROs nas células
tumorais sdo mais nocivos que em células normais. Apesar das células tumorais terem uma alta
capacidade antioxidante, também sdo mais sensiveis que as células normais a fatores que

promovam o acumulo de EROs, fato interessante para ser explorado na terapia. Desta forma, a
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inducdo do estresse oxidativo nas células tumorais pode ser considerada uma estratégia para o
tratamento do cancer (GORRINI; HARRIS; MAK, 2013; STEPANIC et al., 2015; MILEO;
MICCADEI, 2016; PANIERI; SANTORO, 2016).

2.3.3 Polifendis versus estresse oxidativo/ morte celular

Os polifendis sdo considerados antioxidantes naturais e, indicados para a prevencao de
diversas doencas, como o cancer. Contudo, estudos demonstram que 0s antioxidantes naturais
também sdo capazes de agir como pro-oxidantes, induzindo a producédo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), distlrbios no sistema antioxidante enddgeno, e até danos no DNA (LEON-
GONZALEZ; AUGER; SCHINI-KERTH, 2015; EGHBALIFERIZ; IRANSHAHI, 2016;
SZNARKOWSKA et al., 2017).

O comportamento pré-oxidante dos polifendis geralmente é dependente da concentragéo
e da presenca de metais redox-ativos, como o ferro e o cobre (PROCHAZKOVA; BOUSOVA;
WILHELMOVA, 2011; EGHBALIFERIZ; IRANSHAHI, 2016; PIZZINO et al., 2017). Na
literatura ha diversos trabalhos comprovando o potencial dos polifendis para induzir o estresse
oxidativo, provavelmente via reacGes catalisadas pelos metais de transi¢do, assim ha geracao
de EROs, especialmente anion superdxido e radical hidroxila (MILEO; MICCADEI, 2016;
MAO et al., 2017).

As proantocianidinas sao polifendis naturais, as quais também se atribui a dualidade de
serem antioxidantes ou pro-oxidantes, desta forma podem ter sua atividade relacionada com a
prevencdo ou com o tratamento do cancer (LEON-GONZALEZ; AUGER; SCHINI-KERTH,
2015; CAl etal., 2017; YANG et al., 2018b).

O comportamento pré-oxidante das proantocianidinas provavelmente esta relacionado
com diversos danos celulares, podendo resultar em estresse oxidativo e até outros processos de
morte celular (LEON-GONZALEZ; AUGER; SCHINI-KERTH, 2015). De forma que as
proantocianidinas geralmente provocam a morte celular por inducdo da apoptose, interrup¢do
do ciclo celular e inibicdo da angiogénese, como ja observado em células de cancer de mama,
ovario, colon, prostata, melanoma, pulmé&o e céancer cervical (CAl et al., 2017).

A relacdo das proantocianidinas com a morte celular por apoptose também é
frequentemente atrelada a disfun¢des mitocondriais, como observado nas células de carcinoma
colorretal (HCT-116) tratadas com proantocianidinas de sementes de uva (ZHANG et al.,
2017). Ou ainda, em células de cancer de mama (MDA-MB-231) tratadas com

proantocianidinas de Uncaria rhynchophylla (CHEN et al., 2017).



44

Além disso, um dos motivos para as proantocianidinas induzirem a apoptose
possivelmente deve-se a reducdo na expressdo de proteinas anti-apoptéticas, ou ainda ao
aumento de proteinas pro-apoptoticas (CAl et al., 2017). Como observado ap6s o tratamento de
célula de adenocarcinoma esofagico (EAC) e cancer cervical (HeLa e SiHa) com extratos
contendo proantocianidinas de “cranberry” e de sementes de uva, respectivamente (CHEN;
LIU; ZHENG, 2014; KRESTY et al., 2015).

Stryphnodendron adstringens induziu disfungdes mitocondriais diretamente em
mitocondrias isoladas de figado de ratos apds o tratamento com o extrato bruto das suas cascas.
Onde aparentemente ocorreu desacoplamento da fosforilagdo oxidativa, inibicdo da cadeia
transportadora de elétrons e inibicdo da ATP-sintase (REBECCA et al., 2003).

Ainda com relacdo a S. adstringens, a fracdo aquosa das folhas também é rica em
proantocianidinas, e induziu a fragmentacdo do DNA e a apoptose em células de cancer de
mama humano, especificamente MCF-7 e MDA-MB-435 (SABINO et al., 2018).

2.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE E SEGURANCA: DOS ENSAIOS PRE-CLINICOS
ATE OS ENSAIOS CLINICOS

Os ensaios pré-clinicos compreendem os testes realizados in vitro e in vivo com intuito
de avaliar a seguranca e a eficicia dos compostos, possibilitando assim a realizacdo de
pesquisas em seres humanos. De forma que os ensaios pré-clinicos buscam identificar possiveis
riscos aos humanos que participardo dos ensaios clinicos (GOLDIM, 2007).

O “Guia para a conducdo de estudos ndo clinicos de toxicologia e seguranca
farmacologica necessarios ao desenvolvimento de medicamentos” propde alguns estudos pré-
clinicos para avaliacdo da seguranca, como por exemplo o estudo de genotoxicidade in vitro e
in vivo, além de toxicidade de dose Unica (aguda) e toxicidade de doses repetidas (cronica)
(BRASIL, 2013).

Na literatura ja ha estudos que avaliam a seguranca de extratos e fragdes oriundos de S.
adstringens. No ensaio de genotoxicidade em camundongos Mus musculus (Swiss), a fragéo
aquosa nao foi capaz de provocar efeito genotoxico até a concentracdo de 2.250 mg/kg/dia
administrado por via oral (COSTA et al., 2010).

Além disso, nos ensaios de toxicidade aguda realizado em camundongos Mus musculus
(Swiss) verificou-se que a Dose Letal (DLso) foi de 3.015 mg/kg/dia e, em doses inferiores

houve reversdo de possiveis efeitos colaterais induzidos pela administracdo oral da fracéo
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aquosa de S. adstringens (COSTA et al., 2013). Dado semelhante ao resultado da DLso
encontrado por Rebecca et al. (2002), que foi de 2.699 mg/kg/dia.

No ensaio de toxicidade cronica, realizado em ratos Wistar com administracédo oral da
fracdo aquosa de S. adstringens nas concentracdes de 10, 100 e 200 mg/kg/dia por 90 dias ndo
houve diferenca significativa nos pardmetros bioquimicos e hematoldgicos avaliados. Da
mesma forma que a avaliag¢do histopatoldgica de timo, es6fago, estbmago, duodeno, pulmao,
coracdo, figado, rins, baco, adrenais e gdbnadas também ndo apresentou alteracdes significativas
(COSTA et al., 2013).

Segundo o Documento das Ameéricas sobre as Boas Praticas Clinicas, o ensaio clinico é
qualquer pesquisa conduzida em seres humanos que objetiva avaliar as reacdes adversas ao
produto, além dos efeitos clinicos/farmacoldgicos do produto de forma a determinar sua
seguranca e eficacia (OPAS, 2005).

No Brasil, a regulamentacdo dos ensaios clinicos aprimorou-se com as resolugfes n®
196/96 e 251/97 que dispdem sobre a pesquisa envolvendo seres humanos, sendo revisadas por
meio da Resolucdo n® 466 de 2012 (BRASIL, 1996, 1997, 2012). O ensaio clinico € divido em
4 etapas, correspondentes as Fases I, Il, 111 e IV (OPAS, 2005).

O Ensaio Clinico Fase | € o primeiro estudo em seres humanos e, objetiva avaliar a
seguranca e a tolerabilidade em um pequeno numero de sujeitos, que pode variar de 20 a 80
voluntarios saudaveis. Ja no Ensaio Clinico Fase Il, busca-se investigar a eficacia e a seguranca
do produto em pacientes com a patologia para a qual almeja-se uma nova alternativa
terapéutica, associado a determinacdo da dose terapéutica. A Fase Il realiza-se em um pequeno
grupo de pacientes, normalmente entre 50 e 100 pacientes (OPAS, 2005; GOLDIM, 2007;
LORUSSO; BOERNER; SEYMOUR, 2010).

A Fase 11l é semelhante a Fase Il do ensaio clinico, contudo o nimero de paciente €
consideravelmente maior para que se identifique o maior nimero possivel de reacdes adversas.
Sendo geralmente realizado em varios paises a0 mesmo tempo, caracterizando uma pesquisa
multicéntrica. A Ultima etapa do Ensaio Clinico é a Fase IV, que ocorre no periodo de pos-
comercializacdo, ou seja, enquanto o medicamento for comercializado sera necessario manter
a vigilancia sobre as possiveis reacdes adversas que venham a ocorrer (OPAS, 2005; GOLDIM,
2007; LORUSSO; BOERNER; SEYMOUR, 2010).

Os medicamentos fitoterapicos séo regulamentados por diversas diretrizes e resolucfes
(CARVALHO etal., 2011, 2014). Sendo classificados em produtos fitoterapicos tradicionais e

em medicamentos fitoterapicos. No primeiro caso, a seguranca e a eficacia sdo comprovados
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com base no uso tradicional. J&, para os medicamentos fitoterapicos, a seguranca e eficacia
devem ser comprovados por meio de ensaios pre-clinicos e clinicos (CARVALHO et al., 2018).

Conforme o guia “Instrugdes operacionais: Informagdes necessarias para a condugao de
ensaios clinicos com fitoterapicos”, 0s ensaios clinicos conduzidos com medicamentos
fitoterapicos também observam os preceitos seguidos pelos medicamentos alopaticos ou
convencionais (BRASIL, 2008).

Entretanto, os ensaios clinicos com plantas medicinais brasileiras ainda sdo escassos,
apesar da abundante biodiversidade nacional e do consideravel uso tradicional de plantas
medicinais pela populacdo (DUTRA et al., 2016). Dentre as publica¢des nacionais, h4 o Ensaio
Clinico Fase | do extrato das folhas de Maytenus ilicifolia administrado por via oral, sendo que
foi bem tolerado e com poucas alteracdes bioquimicas, hematoldgicas e na funcao psicomotora
(TABACH; DUARTE-ALMEIDA; CARLINI, 2017).

Além disso, PAULO et al. (2009) realizaram o Ensaio Clinico Fase | do produto
fitoterapico composto por Schinus terebinthifolius, Plecthanthus amboinicus e Eucalyptus
globulus administrado por via oral durante 8 semanas, o qual foi bem tolerado e sem alteracGes
clinicas, laboratoriais e nem reac6es adversas significativas.

O Ensaio Clinico Fase | da suplementacdo oral com dleo de palma durante 60 dias
mostrou que o concentrado de polifendis foi seguro e sem efeitos colaterais relevantes,
considerando os fatores avaliados. Sendo que a seguranca foi avaliada por meio de exame de
urina e sangue onde foram analisados os parametros hematologicos, perfil lipidico, além da
funcdo hepatica, renal e enddcrina (FAIRUS et al., 2018).

No Ensaio Clinico Fase | de diferentes concentragdes de curcumina (500 — 2000 mg)
administrado por via intravaginal durante 14 dias ocorreram pequenas rea¢fes adversas, como
prurido e corrimento vaginal. Além disso, as mulheres ndo apreciaram a coloracdo alaranjada
da formulacdo. Apesar disso, a administracdo intravaginal da curcumina foi bem tolerada e
segura (GATTOC et al., 2017).

Nosso grupo de pesquisa realizou o Ensaio Clinico Fase | do gel vaginal contendo 0,5%
e 1,25% de fragéo enriquecida em proantocianidinas de S. adstringens (F2), no qual mulheres
saudaveis administraram as formulagfes por via intravaginal durante 14 dias. Ambas
formulagGes mostraram-se seguras e bem toleradas, visto que ndo ocorreram alteracdes

significativas nos parametros clinicos e laboratoriais avaliados (COSTA, 2011).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBIJETIVOS GERAIS

Investigar a atividade anticancer in vitro e 0 mecanismo de acdo da fracdo enriquecida
em proantocianidinas de Stryphnodendron adstringens (F2) em células de céncer cervical,
incluindo as linhagens celulares HelLa (HPV18-positivo), SiHa (HPV16-positivo) e C33A
(HPV-negativo); avaliar a atividade antitumoral in vivo por meio do modelo murino de tumor

solido; avaliar a seguranca em seres humanos por meio do Ensaio Clinico Fase I.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar in vitro a viabilidade das linhagens celulares HeLa, SiHa, C33A e HaCaT
tratadas com a fracdo enriquecida em proantocianidinas de S. adstringens;

e Auvaliar in vitro a migragéo das linhagens celulares HeLa, SiHa e C33A tratadas com a
fracdo enriquecida em proantocianidinas de S. adstringens;

e Avaliar in vitro o efeito da fracdo enriquecida em proantocianidinas de S. adstringens
nas linhagens celulares HelLa, SiHa e C33A sobre:

- amorfologia e ultraestrutura celular;

a producao de EROs;
- 0s niveis de tiois reduzidos;
- 0 potencial de membrana mitocondrial;
- aproducdo de ATP intracelular;
- aexpressdo dos genes Bax, BCL-2, caspase 9 e caspase 3;
- aintegridade do DNA;
- alipoperoxidacao;
- aintegridade da membrana celular.
e Avaliar a atividade antitumoral in vivo da fracdo enriquecida em proantocianidinas de
S. adstringens em modelo murino de tumor solido de Ehrlich;
e Avaliar a seguranca e tolerabilidade da formulagdo vaginal contendo 5% de fracdo

enriquecida em proantocianidinas de S. adstringens por meio do Ensaio Clinico Fase I.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

A Figura 7 representa o desenho experimental das metodologias empregadas na

realizacdo do presente trabalho.

Fracdo enriquecida em proantocianidinas
de S. adstringens (F2)

In vitro Invivo Ensaio Clinico Fase I
Linhagens celulares de Tumor solido de Mulheres
cancer cervical Ehrlich saudaveis
—| Viabilidade celular_| Volume tumoral _| Tratamento: gel vaginal contendo
Método do MTT _| 5% de F2 durante 14 dias

Peso tumoral |

—lﬂgragﬁo celular | Tipoperoxidacio ] Avaliagdo antes e apos o

Ensaio de cicatrizacéo [ Método de TBARS| uso da formulagio:
da ferida

jay

Exames clinicos

— Mecanismo de acdo: F2 e F2+N-acetilcisteina |

Exames laboratoriais

— Alteracdes ultracstruturais | de sangue
| Microscopia eletrénica de tran.vmi.s‘s&ol

—| Apoptose/ Necrose |
| Dupla marcacdo com LA/IP |

— Geragio de EROs |
| Marcador H.DCFDA e Amplex Redl

—I Niveis de tidis reduzidos |
| Reagente DTNB |

Danos mitocondriais
Marcador TMRE e Cell Titer-GLO

—|F ator pro- e anti-apoptético
PCR em tempo real |

Caspases 9 ¢ 3 |
PCR em tempo real |

—|_&nos no DNA |
Muarcador Hoescht 33342 e
eletroforese em gel de agarose

—| Lipoperoxidacio |
Marcador DPPP |

— Danos na membrana celular |
l Marcador IP |

Figura 7. Desenho experimental das metodologias empregadas no presente trabalho.
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4.2 MATERIAL

Foram utilizados os seguintes materiais: soro fetal bovino (SFB; Gibco Invitrogen);
Meio Dulbecco’s Eagle modificado (DMEM; Gibco Invitrogen); carbonilcianida m-
clorofenilhidrazona (CCCP); 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT); 2.7
diacetato de diclorofluoresceina (H:DCFDA); Amplex® Red; Hydrogen Peroxide/Peroxidase
Assay Kit; acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB ou Reagente de Ellman);
tetrametilrodamina-etil-éster (TMRE); ); Carbopol 940®; Cell Titer-Glo® Luminescent Cell
Viability Assay; Hoechst 33342; difenil-1-pirenilfosfina (DPPP); iodeto de propidio (IP);
dimetilsulféxido (DMSO); acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA); N-acetilcisteina (NAC)
e dodecil sulfato de sodio (SDS).

4.3 PREPARA(;AO DA FRAC;AO ENRIQUECIDA EM PROANTOCIANIDAS DA
CASCA DE Stryphnodendron adstringens

As cascas do caule de S. adstringens foram coletas em Sao Jer6nimo da Serra, norte do
Parang, Brasil em mar¢o de 2014. Um voucher da amostra foi depositado no herbario da
Universidade Estadual de Maringa (HUEM 28197). As cascas foram secas em estufa de ar
circulante e pulverizadas em moinho de martelos. Conforme ISHIDA et al. (2006), o extrato
bruto da casca foi obtido a partir de turbo extragdo em acetona:agua (7:3; v/v). O extrato bruto
foi filtrado em funil de Buchner e o solvente organico foi removido em rotaevaporador e
liofilizado. A fracdo enriquecida em proantocianidinas (F2) foi obtida pela parti¢cdo do extrato

bruto em agua: acetato de etila (500 mL; 1:1; v/v).

4.4 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR E O MECANISMO DE ACAO DA
FRACAO ENRIQUECIDA EM PROANTOCIANIDINAS (F2) EM CELULAS DE
CANCER CERVICAL

4.4.1 Linhagens celulares e cultivo celular

As linhagens celulares de cancer cervical incluidas foram HeLa (HPV18-positivo), SiHa
(HPV16-positivo) e C33A (HPV-negativo; mutacdo na p53), além de queratindcitos humanos
imortalizados (HaCaT). As células foram doadas pela Dra. Luiza L. Villa (ICESP, Escola de
Medicina, Universidade de Sdo Paulo), Dra. Silvya S. Maria-Engler (Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo) e pela Dra. Marcia E. L. Consolaro (Universidade

Estadual de Maringd). As linhagens de células foram mantidas a 37 °C em estufa com atmosfera
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umida e tenséo de 5% de CO, cultivadas em Meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM;
Gibco Invitrogen, New York, EUA) suplementado com 2 mM de L-glutamina, 10% de SFB e

antibidticos (50 U/mL de penicilina e 50 mg/mL de estreptomicina).

4.4.2 Avaliacdo da viabilidade celular pelo método colorimétrico MTT

A avaliagcdo de F2 sobre a viabilidade celular foi realizada por meio do ensaio
colorimétrico do MTT, conforme adaptacdo de SOUZA et al. (2017). As linhagens celulares
HelLa, SiHa, C33A e HaCaT foram ressuspensas a densidade de 2,5 x 10° cels/mL em meio
DMEM acrescido de 10% de SFB, sendo adicionado 100 pL/poco, e incubado por 24 ha 37 °C
com tensdo de 5% de CO>. O experimento foi realizado apo6s pelo menos 80% de confluéncia
da monocamada de células. A fragdo enriquecida em proantocianidinas (F2) foi adicionada ou
n&o sobre a monocamada celular nas concentragdes de 1, 10, 25, 50 e 100 pg/mL e, incubadas
por 24 e 48 h. Apo6s a incubacdo, os pocos foram lavados com 100 pL de PBS, foi adicionado
50 L de solucdo de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio) na concentracao de
2 mg/mL e, incubado por 4 h a 37 °C com tensdo de 5% de CO: (protegido da luz).
Posteriormente, foi adicionado 150 uL de DMSO e realizado a leitura em leitor de microplaca
(BIO-TEK Power Wave XS) a 570 nm. A concentracdo capaz de reduzir 50% e 90% da
densidade optica das células tratadas (ICso e 1Cgo, respectivamente) em comparagdo com o

controle foi determinada por meio de regressédo néo linear.

4.4.3 Morfologia das células de cancer cervical

As linhagens celulares HelLa, SiHa e C33A foram ressuspensas a densidade de 2,5 x 10°
cels/mL, sendo adicionado 500 pL/poco em placas de cultura de 24 pocos e, incubadas por 24
h a 37 °C com tensdo de 5% de CO,. O experimento foi realizado apds pelo menos 80% de
confluéncia da monocamada de células. As células foram pré-incubadas com ou sem N-
acetilcisteina (5 mM) por 2 h. Entdo, as células foram tratadas com a F2 (ICso e ICgo
correspondente para cada linhagem celular) por 24 h. A morfologia celular foi observada em

microscopio invertido de contraste de fase (40X; Olympus CKX41).

4.4.4 Ensaio da cura da ferida em células de cancer cervical

O ensaio da cura da ferida avaliou a inibi¢do da migracdo celular induzida pela fragdo
enriquecida em proantocianidinas nas linhagens celulares HeL a, SiHa e C33A. Metodologia foi
adaptada de LIANG; PARK; GUAN (2007). As células foram ressuspensas a densidade de 2,5
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x 10° cels/mL, sendo adicionado 500 pL/poco em placa de cultura de 24 pocos e, incubadas por
24 h a 37 °C com tensdo de 5% de CO». O experimento foi realizado ap6s pelo menos 80% de
confluéncia da monocamada de células. Entdo, o meio de cultura foi substituido por meio
DMEM contendo 0,5% de SFB e, as celulas foram incubadas por 6 h. Em seguida, a cicatriz na
monocamada celular foi produzida por meio de um risco feito com a ponteira de 200 pL. As
celulas foram tratadas com a F2 (ICso e 1Cgo correspondente para cada linhagem celular) por 24
h. No tempo 0 h e 24 h a cicatriz foi visualizada em microscopio invertido de contraste de fase
(4x; Olympus CKX41). A porcentagem de crescimento celular na regido da cicatriz foi avaliada

para determinar a capacidade de migracdo celular.

4.4.5 Microscopia eletronica de transmissao de células de cancer cervical

As linhagens celulares HelLa, SiHa e C33A foram ressuspensas a densidade de 2,5 x 10°
cels/mL em frasco para cultura e, incubadas por 24 h a 37 °C com tensdo de 5% de CO,. O
experimento foi realizado ap6s pelo menos 80% de confluéncia da monocamada celular. As
celulas foram pré-incubadas com ou sem N-acetilcisteina (5 mM) por 2 h. Entdo, as células
foram tratadas com a F2 (ICso e 1Cgo correspondente para cada linhagem celular) por 24 h. As
células foram fixadas com 2,5% de glutaraldeido em tampé&o cacodilato de sédio 0,1 M (pH
7,4) por 2 h a 25 °C. As células foram pos-fixadas com tetroxido de 6smio 1% e ferrocianeto
de potéssio 0,8% por 60 min a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, foram
desidratadas em concentracfes crescentes de acetona (acetona 50%, 70%, 90% e 100%). O
material foi incluido em concentracGes crescente de resina Epon, iniciando com a proporcao de
Epon/acetona igual a 1:2 até Epon puro, sendo polimerizado a 60 °C por 72 h. Os cortes
ultrafinos foram realizados em ultramicrétomo (espessura de aproximadamente 60 nm) e
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo. Entdo, foram observados em

microscopio eletrénico de transmissao JEM 1400 JEOL.

4.4.6 Analise do tipo de morte celular pela dupla marcacdo com laranja de acridina e iodeto

de propidio em celulas de cancer cervical

O tipo de morte celular foi analisado por meio da dupla marcacdo com laranja de
acridina (LA) e iodeto de propidio (IP). Metodologia adaptada de NG et al. (2013) e
HAJREZAIE et al. (2015). As linhagens celulares HeLa, SiHa e C33A foram ressuspensas a
densidade de 2,5 x 10° cels/mL, sendo adicionado 500 pL/pogo em placa de cultura de 24 pogos

contendo laminula redonda e, incubadas por 24 h a 37 °C com tensdo de 5% de CO,. O



52

experimento foi realizado ap6s pelo menos 80% de confluéncia da monocamada celular. As
células foram pré-incubadas com ou sem N-acetilcisteina (5 mM) por 2 h. Entdo, as células
foram tratadas com a F2 (ICso e 1Cgo correspondente para cada linhagem celular) por 24 h. As
células foram marcadas com LA (10 pg/mL) e IP (4 ug/mL) por 15 min no escuro. A
fluorescéncia foi analisada usando microscopio de fluorescéncia Olympus BX51 e, as imagens
foram capturadas usando a camera UC30 dentro de 30 min. Os critérios de identificacdo foram
0s seguintes: células viaveis apresentaram nucleo verde com estruturas intactas; células em
apoptose inicial apresentaram nucleo verde brilhante indicando condensacdo da cromatina;
células em apoptose tardia apresentaram densas areas alaranjadas de cromatina condensada e
nacleos laranja-avermelhados indicaram necrose secundaria. O ndmero de células viaveis, em
apoptose inicial, em apoptose tardia e em necrose secundaria foi determinado por meio da

contagem de 200 células em triplicata.

4.4.7 Producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em células de cancer cervical

A produgdo de espeécies reativas de oxigénio foi determinada por meio do marcador
H>DCFDA. Metodologia adaptada de SOUZA et al. (2017). As linhagens celulares HeLa, SiHa
e C33A foram ressuspensas a densidade de 2,5 x 10° cels/mL, sendo adicionado 500 pL/pogo
em placa de cultura de 24 pocos e, incubadas por 24 h a 37 °C com tensdo de 5% de CO,. O
experimento foi realizado ap6s pelo menos 80% de confluéncia da monocamada celular. As
células foram pré-incubadas com ou sem N-acetilcisteina (5 mM) por 2 h. Entdo, as células
foram tratadas com a F2 (ICso e 1Coo correspondente para cada linhagem celular) por 24 h. O
controle positivo utilizado foi o peréxido de hidrogénio (H202; 200 uM). As células foram
marcadas com 10 pM de H>DCFDA por 30 min no escuro, removidas por tripsinizacao e,
ressuspensas em PBS. A intensidade de fluorescéncia foi quantificada em espectrofluorimetro
(VICTOR™ X3, PerkinElmer) com comprimentos de onda de excitagdo e de emissdo igual a
488 e 530 nm, respectivamente. A intensidade da fluorescéncia foi normalizada por meio do
namero de células (SOUZA et al., 2017).

4.4.8 Producéo de perdxido de hidrogénio (H202) em células de cancer cervical

A produgdo de perdxido de H20- foi determinada por meio do reagente Amplex Red.
Metodologia adaptada de DIKALOV; HARRISON (2014). As linhagens celulares Hela, SiHa
e C33A foram ressuspensas a densidade de 2,5 x 10° cels/mL, sendo adicionado 500 pL/pogo
em placa de cultura de 24 pocos e, incubadas por 24 h a 37 °C com tenséo de 5% de CO,. O
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experimento foi realizado ap6s pelo menos 80% de confluéncia da monocamada celular. As
células foram pré-incubadas com ou sem N-acetilcisteina (5 mM) por 2 h. Entdo, as células
foram tratadas com a F2 (ICso e 1Coo correspondente para cada linhagem celular) por 24 h. O
controle positivo utilizado foi o peroxido de hidrogénio (H202; 200 uM). As células foram
removidas por tripsinizagéo, ressuspensas em PBS e marcadas com 12 uM de Amplex Red e
0,05 Ul/mL de peroxidase. A intensidade de fluorescéncia foi quantificada em
espectrofluorimetro (VICTOR™ X3, PerkinElmer) com comprimentos de onda de excitago e
de emissdo igual a 530 e 590 nm, respectivamente. A intensidade da fluorescéncia foi

normalizada por meio do nimero de células (SOUZA et al., 2017).

4.49 Nivel de tidis reduzidos em células de cancer cervical

Os niveis de tiois reduzidos foram detectados por meio do reagente DTNB. Metodologia
adaptada de LAZARIN-BIDOIA et al. (2013). As linhagens celulares HelLa, SiHa e C33A
foram ressuspensas a densidade de 2,5 x 10° cels/mL, sendo adicionado 500 pL/pogo em placa
de cultura de 24 pocos e, incubadas por 24 h a 37 °C com tenséo de 5% de CO». O experimento
foi realizado apds pelo menos 80% de confluéncia da monocamada celular. As células foram
pré-incubadas com ou sem N-acetilcisteina (5 mM) por 2 h. Entdo, as células foram tratadas
com a F2 (ICsp e 1Cqo correspondente para cada linhagem celular) por 24 h. O controle positivo
utilizado foi o perdxido de hidrogénio (H20; 200 uM). Tampdo Tris-HCI (10 mM; pH 2,5) foi
adicionado e sonicado. Os debris celulares foram removidos por centrifugacdo. Em seguida,
100 pL do sobrenadante, 100 pL do tampéo fosfato (500 mM; pH 7,5) e 20 uL do DTNB (1mM)
foi colocado em cada poco da placa de 96 pocos. A absorbancia foi lida a 412 nm em leitor de
microplaca (BIO-TEK Power Wave XS).

4.4.10 Potencial de membrana mitocondrial e integridade do DNA em células de céancer

cervical

O potencial de membrana mitocondrial foi analisado por meio do marcador TMRE.
Metodologia adaptada de CROWLEY; CHRISTENSEN; WATERHOUSE (2016). As
linhagens celulares HelLa, SiHa e C33A foram ressuspensas a densidade de 2,5 x 10° cels/mL,
sendo adicionado 500 pL/pogo em placa de cultura de 24 pocos e, incubadas por 24 h a 37 °C
com tensdo de 5% de COz. O experimento foi realizado apo6s pelo menos 80% de confluéncia
da monocamada celular. As células foram pré-incubadas com ou sem N-acetilcisteina (5 mM)

por 2 h. Entdo, as células foram tratadas com a F2 (ICso e 1Cqo correspondente para cada
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linhagem celular) por 24 h. O controle positivo foi 0 CCCP (100 uM). As células foram
marcadas com TMRE (25 nM) por 30 min a 37 °C ao abrigo da luz, tripsinizadas e ressuspensas
em PBS. A intensidade de fluorescéncia foi quantificada em espectrofluorimetro (VICTOR™
X3, PerkinElmer) com comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo igual a 540 e 595 nm,
respectivamente. Em outro experimento, as células foram marcadas com TMRE (25 nM) e
Hoescht 33342 (10 ug/mL) por 30 min ao abrigo da luz. A fluorescéncia foi analisada usando
microscopio de fluorescéncia Olympus BX51 e, as imagens foram capturadas usando a camera
UC30.

4.4.11 Niveis de ATP intracelular em células de cancer cervical

Niveis de adenosina trifosfato (ATP) intracelular foi determinado por meio do reagente
Cell Titer-GLO. Metodologia adaptada de GAO et al. (2011). As linhagens celulares Hela,
SiHa e C33A foram ressuspensas a densidade de 2,5 x 10° cels/mL, sendo adicionado 500
puL/poco em placa de cultura de 24 pocos e, incubadas por 24 h a 37 °C com tenséo de 5% de
CO:s.. O experimento foi realizado apds pelo menos 80% de confluéncia da monocamada celular.
As células foram pré-incubadas com ou sem N-acetilcisteina (5 mM) por 2 h. Entdo, as células
foram tratadas com a F2 (ICso e 1Coo correspondente para cada linhagem celular) por 24 h. O
controle positivo utilizado foi o cianeto de potassio (KCN; 1000 puM). As células foram
removidas por tripsinizacgdo, ressuspensas em PBS e, marcadas com o reagente Cell Titer-GLO
por 10 min a temperatura ambiente. A intensidade de luminescéncia foi quantificada em
espectrofluorimetro (VICTOR™ X3, PerkinElmer).

4.4.12 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real em células de cancer cervical

As linhagens celulares HeLa, SiHa e C33A foram ressuspensas a densidade de 2,5 x 10°
cels/mL em frasco para cultura e, incubadas por 24 h a 37 °C com tensdo de 5% de CO». O
experimento foi realizado ap6s pelo menos 80% de confluéncia da monocamada celular. As
células foram pré-incubadas com ou sem N-acetilcisteina (5 mM) por 2 h. Entdo, as células
foram tratadas com a F2 (ICso e 1Coo correspondente para cada linhagem celular) por 12 h. O
RNA foi extraido utilizando-se fenol:cloroformio (25:25; v/v) e tratado com DNase |
(Invitrogen) para remover DNA genémico contaminante. DNA complementar (cDNA) foi
sintetizado a partir de 1 pg de RNA total por meio do kit iScript cDNA (Bio-Rad) utilizando o
equipamento termociclador (Mastercycler, Eppendorf). A PCR em tempo real foi realizada
utilizando-se SYBR Green PCR Master Mix (Applied Byosystems) no equipamento
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LightCycler 96 System (Roche Applied Science). A anélise dos produtos da PCR foi realizada
pelo LightCycler 96 software (Roche Applied Science). Todos os procedimentos foram
conduzidos conforme as instru¢bes do fornecedor. Segundo HERNANDEZ-FLORES et al.
(2011), foram obtidas as seguintes sequencias de nucleotideos (primers): Bax (F: 5’-
TTTGCTTCAGGGTTTCATCC-3’ ¢ R: 5’-CAGTTGAAGTTGCCGTCAGA-3’); BCL-2 (F:
5’-GCAGGCGACGAGTTTGAACT-3* e R: 5-GTGTCTGGTCATTTCCGACTGA-3");
Caspase 3 (F: 5’-ATACTCCACAGCACCTGGTTAT-3’ e R: 5’-
AATGAGAGGGAAATACAGTACCAA-3’); Caspase 9 (F: 5’-
GTACGTTGAGACCCTGGACGAC-3’ e R: 5’-GCTGCTAAGAGCCTGTCTGTCACT-3") ¢
18S rRNA gene (F: 5’-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3* ¢ R: 5’-CCATCCAATCG
GTAGTAGCG-3") . As condicdes de amplificacdo foram 95 °C para pré-desnaturacéo por 10
min, seguido por 40 ciclos a 95 °C por 15 seg e 60 °C por 60 seg. O nivel de expressdo de cada
amostra foi normalizado pelo gene controle interno 18S RNAr de acordo com a formula do ACt
formula (Ctgene aivo — Ctigs rrna). Os niveis de expressao relativa do RNAm foram calculados
utilizando o método de quantificacdo relativa 222, onde os valores de AACt foram calculados
baseando-se no ACt células tratadas - ACt células controle (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

4.4.13 Fragmentacdo do DNA em células de cancer cervical revelada pela eletroforese

Conforme metodologia adaptada de XU et al. (2012). As linhagens celulares HeLa, SiHa
e C33A foram ressuspensas a densidade de 2,5 x 10° cels/mL, sendo adicionado 2.000 pL/pogo
em placa de cultura de 6 pocos e, incubadas por 24 h a 37 °C com tensdo de 5% de CO,. O
experimento foi realizado ap6s pelo menos 80% de confluéncia da monocamada celular. As
células foram pré-incubadas com ou sem N-acetilcisteina (5 mM) por 2 h. Entdo, as células
foram tratadas com a F2 (ICso e 1Cgo correspondente para cada linhagem celular) por 24 h. As
células foram lisadas em solu¢édo contendo Tris-HCI (10 mM; pH 8), EDTA (1 mM), NaCl (100
mM), SDS (0,5%) e, proteinase k (20 mg/mL) a 65 °C por 15 min. Em seguida, foi adicionado
a RNAse (1 mg/mL) a 37 °C por 15 min. O DNA foi purificado utilizando-se
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1; v/v). A eletroforese do DNA foi realizada em gel
de agarose 1% em Tris/acido borico/EDTA a 90 V por 1 h, e o DNA foi marcado com SYBR
safe (Invitrogen). O marcador de peso molecular utilizado foi o 100 bp DNA Ladder. As
imagens foram obtidas utilizando o equipamento In-vivo MS FX PRO (Carestream Molecular
Imaging, Carestream Health).
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4.4.14 Lipoperoxidagdo em celulas de cancer cervical

A lipoperoxidacao foi detectada por meio do marcador DPPP, conforme SOUZA et al.
(2017). As linhagens celulares HelLa, SiHa e C33A foram ressuspensas a densidade de 2,5 x
10° cels/mL, sendo adicionado 500 pL/poco em placa de cultura de 24 pocos e, incubadas por
24 h a 37 °C com tensdo de 5% de CO». O experimento foi realizado apos pelo menos 80% de
confluéncia da monocamada celular. As células foram pré-incubadas com ou sem N-
acetilcisteina (5 mM) por 2 h. Entdo, as células foram tratadas com a F2 (ICso e ICgo
correspondente para cada linhagem celular) por 24 h. O controle positivo utilizado foi o
peroxido de hidrogénio (H202; 200 uM). As células foram removidas por tripsinizacao,
ressuspensas em PBS e marcadas com DPPP (50 uM) por 15 min a temperatura ambiente. A
intensidade de fluorescéncia foi quantificada em espectrofluorimetro (VICTOR™ X3,
PerkinElmer) com comprimentos de onda de excitacdo e de emisséo igual a 351 e 460 nm,
respectivamente. A intensidade da fluorescéncia foi normalizada por meio do nimero de células
(SOUZA et al., 2017).

4.4.15 Integridade da membrana celular em células de cancer cervical

A integridade da membrana celular foi avaliada por meio do marcador iodeto de
propidio (IP). Metodologia adaptada de AFSAR et al. (2016). As linhagens celulares Hela,
SiHa e C33A foram ressuspensas a densidade de 2,5 x 10° cels/mL, sendo adicionado 500
uL/poco em placa de cultura de 24 pocos e, incubadas por 24 h a 37 °C com tensédo de 5% de
CO:s.. O experimento foi realizado apds pelo menos 80% de confluéncia da monocamada celular.
As células foram pré-incubadas com ou sem N-acetilcisteina (5 mM) por 2 h. Entdo, as células
foram tratadas com a F2 (ICso e 1Coo correspondente para cada linhagem celular) por 24 h. O
controle positivo utilizado foi a digitonina (80 puM). As células foram removidas por
tripsinizacao, ressuspensas em PBS e marcadas com IP (4 ug/mL) por 5 min a temperatura
ambiente. A intensidade de fluorescéncia foi quantificada em espectrofluorimetro (VICTOR™
X3, PerkinElmer) com comprimentos de onda de excitagéo e de emisséo igual a 480 e 580 nm,
respectivamente. A intensidade da fluorescéncia foi normalizada por meio do nimero de células
(SOUZA et al., 2017).

4.4.16 Andlise estatistica

Os dados mostrados em tabela e graficos expressam a média + desvio padrdo da média

de pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata ou triplicata. Os dados
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foram analisados utilizando teste ANOVA (one-way ou two-way), seguido pelo pos-teste de
Dunnett ou Bonferroni, considerando p < 0,05 significativo. Analise estatistica foi realizada no

software Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA, 2007).

45 ATIVIDADE ANTITUMORAL in vivo DA FRAQAO ENRIQUECIDA EM
PROANTOCIANIDINAS (F2)
45.1 Animais

Camundongos BALB/c machos (20-25 g) entre 4 e 6 semanas de idade foram obtidos
do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa. Os animais foram mantidos a
temperatura de 22 + 2°C, e com ciclos claro/escuro de 12 h. A dieta foi mantida com racédo
Nuvilab (fabricante Nuvital) e agua ad libitum. Os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa
(Protocolo 4534200417/2017).

4.5.2 Manutencdo das células de carcinoma ascitico de Ehrlich

Conforme metodologia adaptada de CALIXTO-CAMPOS et al. (2015). As células de
carcinoma ascitico de Ehrlich (EAC) foram cultivadas in vivo em camundongos BALB/c
machos. Apos 7 a 10 dias de infecdo, os animais foram eutanasiados e as células EAC foram
removidas por puncdo intraperitoneal. Sendo removido de 2 a 3 mL de fluido ascitico, em
seguida as células foram lavadas com PBS, contadas e ressuspensas. As células EAC (1 x 10°
cél/mL) foram inoculadas por via intraperitoneal em animais saudaveis, para obtencédo do tumor

ascitico.

4.5.3 Modelo murino de tumor sélido de Ehrlich

Conforme metodologia adaptada de ELSHERBINY et al. (2016). As células de
carcinoma ascitico de Ehrlich (1 x 107 cels/mL) foram injetadas por via subcutanea no flanco
direito de camundongos BALB/c para obter o tumor solido de Ehrlich. Apds 15 dias, quando
se desenvolveu uma massa palpavel, os animais foram separados em dois grupos (n = 5
animais/grupo), sendo divididos em: grupo controle (tratado com PBS) e grupo tratado com a
F2 (150 mg/kg/dia). O tratamento foi administrado diariamente por via oral, por meio de
gavagem, durante 28 dias. A solucdo estoque de F2 foi preparada diariamente em PBS. As
dimensdes do tumor solido de Ehrlich foram mensuradas semanalmente com um paquimetro
digital (DIGIMESS® 150 mm). O volume do tumor sélido de Ehrlich (VT) foi calculado por
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meio da seguinte formula: VT (mm®) = 0,52 x A (mm) x [B(mm)?], onde A e B sdo0 os maiores
e 0s menores didmetros do tumor, respectivamente. No 28° dia de tratamento, os animais foram

eutanasiados e, o tumor solido foi removido e pesado.

4.5.4 Lipoperoxidacdo em tumor sélido de Ehrlich

A lipoperoxidacdo foi analisada por meio das substancias reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS). Metodologia adaptada de LAZARIN-BIDOIA et al. (2013). Apds a
eutanasia, o tumor sélido foi pesado (aproximadamente 200 mg) e sonicado em tampéo fosfato
de potassio (100 mM; pH 7,4). Os debris celulares foram removidos por centrifugacdo. O
sobrenadante foi aquecido em uma solucdo contendo acido tiobarbitdrico (0,37%), acido
tricloroacético (15%) e acido cloridrico (0,25 N) durante 45 min a 95 °C. Entdo, as amostras
foram centrifugadas e o sobrenadante foi removido. Em seguida, 300 pL do sobrenadante, 300
pL de butanol e 30 pL de solucéo saturada de NaCl foram reunidas e a absorbéncia foi lida a
532 nm em leitor de microplaca (BIO-TEK Power Wave XS). A concentracdo de TBARS foi
calculada baseado no & = 153.000 Mlcm™,

455 Andlise estatistica

Os dados mostrados em tabela e graficos expressam a média + desvio padrdo. Os dados
foram analisados utilizando o teste de Mann-Whitney e pelo teste ANOVA (two-way), seguido
pelo pés-teste de Bonferroni, considerando p < 0,05 significativo. Analise estatistica foi

realizada no software Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA, 2007).

46 ENSAIO CLINICO FASE | DA FRACAO ENRIQUECIDA EM
PROANTOCIANIDINAS (F2)

4.6.1 Producéo do gel contendo 5% de fracé&o enriquecida em proantocianidinas (F2)

A formulacdo farmacéutica foi preparada por meio da dispersdo do polimero Carbopol
940® em agua destilada estéril (1%; p/v). Em seguida, foi neutralizado com solugéo saturada
de carbonato de sodio até pH 6, aproximadamente. O conservante da formulacdo foi o
metilparabeno (0,2%). Apds, foi incorporada a fracdo enriquecida em proantocianidinas (F2)
na concentracdo de 5% (p/p) ao gel topico. A metodologia utilizada para a producdo da
formulacéo foi adaptada de COSTA et al. (2018). A formulacéo foi acondicionada em bisnaga
farmacéutica plastica e, dispensada em embalagem lacrada juntamente com os aplicadores

vaginais graduados.
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4.6.2 Desenho do Ensaio Clinico Fase |

O Ensaio Clinico Fase I do gel contendo 5% de fracdo enriquecida em proantocianidinas
(F2) em mulheres saudaveis foi ndo-randomizado, visto que somente um tipo de formulacéo
foi distribuida para as participantes da pesquisa. Além disso, o presente ensaio clinico foi aberto
dado que as participantes da pesquisa e 0 médico foram informados sobre a composicao da
formulagdo. O ensaio clinico foi aprovado pelo Comité Permanente de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (COPEP/UEM) sob parecer de aprovacao 1.453.763. Sendo que foi conduzido
de acordo com a Declaracdo de Helsinki e com os guias de Boas Préticas Clinicas. Todos 0s
sujeitos envolvidos receberam instruces sobre a pesquisa clinica e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
4.6.3 Selecéo e tratamento

A selecdo das mulheres saudaveis foi conduzida no Hospital Universitario Regional de
Maringd (HUM/UEM), de acordo com a ordem de entrada no servigo de atendimento, sendo
que, a selecdo seguiu os critérios de inclusdo e exclusdo descritos abaixo.

Os critérios de inclusdo foram mulheres saudaveis com idade entre 18 e 60 anos, sendo
que, o quadro clinico foi avaliado por meio do exame clinico e de pardmetros hematoldgicos e
bioquimicos.

Os critérios de excluséo foram:

e  Mulheres com menos de 18 anos ou mais de 60 anos;

e Mulheres com sintomatologia clinica caracteristica de candidiase vulvovaginal e/ou
historico recente de displasia cervical;

e  Mulheres gravidas e/ou amamentando;

e Mulheres que ndo iniciaram a vida sexual,

e Histéria de doenca hepatica, renal, cardiaca, enddcrina, epiléptica ou neoplésica
maligna;

e Uso de medicacéao regular por até 2 semanas antes do inicio do Ensaio Clinico Fase I,
com excec¢do do anticoncepcional e terapia de reposi¢do hormonal,

e Ser usuaria cronica de alcool ou drogas ilicitas;

e Ser alérgica aos componentes da formulacéo;

e Solicitacdo da paciente para retirar-se do estudo, que poderia ser realizada a qualquer

momento e por qualquer razdo, conforme TCLE.
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Durante o periodo de 04/2016 a 12/2017, foram selecionadas 40 mulheres saudaveis.
Contudo, 2 mulheres foram excluidas, permanecendo 38 mulheres saudaveis que receberam o
gel contendo 5% de F2 e os aplicadores vaginais graduados.

As voluntarias da pesquisa foram instruidas a administrar 4 g da formulacéo por via
intravaginal com auxilio do aplicador vaginal graduado, uma vez ao dia (preferencialmente a
noite) durante 14 dias.

Todas as voluntarias da pesquisa receberam instrucdes para contatar a equipe de
pesquisa no caso de aparecimento de qualquer sintoma indesejavel durante a administracdo do

gel contendo 5% de fracdo enriquecida em proantocianidinas (F2).
4.6.4 Exames médicos e laboratoriais

As mulheres que atenderam aos critérios de inclusdo e que ndo se enquadraram nos
critérios de exclusdo na admissdo, tiveram seu quadro clinico avaliado antes e apds o uso da
formulacéo por meio dos seguintes exames:

e Exame clinico realizado pelo médico por meio de questionamentos sobre o sistema
geniturinario (ardéncia vaginal, corrimento, disuria, prurido vulvar e ulceracdes), digestivo
(diarreia, ndusea e vémito), cardiovascular (palpitacdo), respiratorio (dispneia e tosse) e
sistema cutaneo (reacdo alérgica e eczema).

e Exames laboratoriais de sangue (hemograma, creatinina, ureia, acido Urico, gama
glutamil transferase (yGT), aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT), fosfatase alcalina, bilirrubinas totais e fracbes, proteinas totais e fracGes, sédio,

potéssio e gonadotrofina corionica humana (B-hCG)).
4.6.5 Analise estatistica

Os dados apresentados nas tabelas expressam a média + desvio padrdo. Os dados foram
analisados utilizando o teste de Wilcoxon, onde valores com p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. A andlise estatistica foi realizada no software programa Prism 5
(GraphPad, San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 FRACAO ENRIQUECIDA EM PROANTOCIANIDINAS (F2) REDUZIU A
VIABILIDADE CELULAR, INDUZIU ALTERACOES MORFOLOGICAS E INIBIU
A MIGRACAO DAS CELULAS DE CANCER CERVICAL

A fracéo enriquecida em proantocianidinas de S. adstringens (F2) apresentou atividade
citotoxica tempo- e dose-dependentes nas linhagens celulares de cancer cervical HeLa (HPV18-
positivo), SiHa (HPV16-positivo) e C33A (HPV-negativo) (Figura 8A-C). Apo6s 24 h de
tratamento a ICso para a linhagem celular HeLa foi igual a 20,0 pg/mL, ja para a linhagem
celular SiHa foi igual a 35,4 pg/mL e, para a linhagem celular C33A foi igual a e 33,5 pg/mL
(Figura 8D). Além disso, apos 24 h de tratamento, a 1Cg para as linhagens celulares Hela,
SiHa e C33A foi igual a 64,6, 56,1 e 51,8 pg/mL, respectivamente. O tratamento durante 48 h
aumentou a atividade citotoxica de F2, resultando em um ICso igual a 15,3, 21,3 e 15,6 pug/mL
para as linhagens celulares HeLa, SiHa e C33A, respectivamente (Figura 8D).

Para os queratindcitos humanos imortalizados (HaCaT), a ICsq foi igual a 55,4 e 48,1
pg/mL para os tratamentos durante 24 e 48 h, respectivamente (Figura 8D). Sendo que, F2
apresentou uma atividade citotdxica significativamente menor na linhagem celular HaCaT do
que nas linhagens celulares HeLa, SiHa e C33A, em ambos os tempos de tratamento.

A morfologia das linhagens celulares HeLa, SiHa e C33A tratadas com F2 foi observada
em microscépio invertido de contraste de fase. As trés linhagens celulares tratadas com a ICso
de F2 apresentaram alteracdes morfoldgicas, como irregularidades no formato e descolamento
da superficie de crescimento (Figura 8E). Notaveis alteracdes na morfologia foram observadas
nas células tratadas com a ICe de F2, incluindo irregularidade no formato, descolamento
celular da superficie de crescimento e, formacéo de area clara em formato circular em torno do
nacleo. As células pré-incubadas com N-acetilcisteina (NAC) por 2 h antes do tratamento com
F2 (ICso ou 1Cq0) apresentaram morfologia preservada, embora haja aumento na vacuolizacéo
citoplasmatica nas células tratadas com a ICqp.

A migragéo celular foi analisada por meio do ensaio de cicatrizagdo da ferida. As
linhagens celulares HelLa, SiHa e C33A tratadas com F2 (ICso ou 1Cg0) apresentaram uma
inibicdo significativa da migracao celular quando comparado com o controle (Figura 9). Para
as linhagens celulares HelLa, SiHa e C33A, a porcentagem de migracdo celular no controle
(células néo tratadas) foi igual a 30,6%, 64,3% e 84,1%, respectivamente. Nas células tratadas

com F2, a migracéo celular foi menor que 10% para as trés linhagens celulares (Figura 9).
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Figura 8. Atividade citotoxica em ceélulas de cancer cervical (HeLa, SiHa e C33A) e
queratinocitos humano imortalizados (HaCaT). (A-C) Células tratadas com a fragdo
enriquecida em proantocianidinas (1-100 pg/mL) por 24 e 48 h, e a viabilidade celular foi
avaliada por meio do ensaio de MTT. Os dados representam a média + DP de trés experimentos
realizados em triplicata. *p < 0,05, significativamente diferente quando comparado com o
controle (células nédo tratadas; two-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni). (D)
Concentracdo capaz de reduzir 50% da densidade 6ptica (ICsp) das linhagens celulares HaCaT,
Hela, SiHa e C33A ap0s 24 e 48 h de tratamento. *p < 0,05, atividade citotoxica nas linhagens
celulares HelL a, SiHa ou C33A significativamente diferente quando comparado com a linhagem
celular HaCaT (one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Dunnett). (E) AlteracGes
morfoldgicas em linhagens celulares de cancer cervical (HeLa, SiHa e C33A) tratadas com F2
(ICs0 ou ICg0) por 24 h com ou sem pré-incubagdo com N-acetilcisteina (5 mM) por 2 h.
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Figura 9. Analise da migracéo celular por meio do ensaio de cicatrizagdo da ferida em células
de céancer cervical (HeLa, SiHa e C33A). (A, D, G) Células controle (células nédo tratadas). (B,
C, E, F, H, I) Células tratadas com fracdo enriquecida em proantocianidinas por 24 h e
observadas em microscopio invertido de contraste de fase. Os dados representam a porcentagem
de fechamento da ferida + DP de trés experimentos. *p < 0,05, significativamente diferente
guando comparado com o controle (células ndo tratadas; one-way ANOVA seguido pelo pos-
teste de Dunnett).

5.2 F2 INDUZIU ALTERACOES ULTRAESTRUTURAIS EM CELULAS DE CANCER
CERVICAL

O tratamento com F2 (ICso) resultou em alteragdes ultraestruturais na linhagem celular
HelLa, como inchago mitocondrial e, aumento no nimero de autolisossomos quando comparado
com o controle (Figura 10B). Alteracdes similares foram observadas na linhagem celular SiHa,
associado a perda das estruturas tipicas das cristas mitocondriais (Figura 10E). As linhagens
celulares HelLa e SiHa tratadas com ICgo de F2 apresentaram ruptura da membrana celular e
alterac6es na membrana nuclear quando comparadas com as células ndo tratadas (Figura 10C e
F, respectivamente). A linhagem celular C33A tratada com a ICso e 1Cgo de F2 apresentaram
inchago mitocondrial, perda das cristas mitocondriais, ruptura da membrana celular e alteracdes
na membrana nuclear quando comparado com o controle (Figura 10H e I, respectivamente). As
células pré-incubadas com NAC por 2 h antes do tratamento com a ICso de F2 apresentaram

mitocondria, membrana celular e membrana nuclear com ultraestrutura preservada, além de
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autolisossomos (Figura 10b, e e h). O tratamento com ICgo de F2 apds pré-incubagdo com NAC
resultou em inchago mitocondrial, perda das cristas mitocondriais e, aumento no nimero e
tamanho dos autolisossomos, quando comparado com o controle (Figura 10c, f e i). As
linhagens celulares HelLa, SiHa e C33A que ndo foram tratadas com F2, ou seja, 0 grupo

controle, ndo apresentaram alteracOes ultraestruturais (Figura 10A, a, D, d, G e g)
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Figura 10. Analise das alteracBes ultraestruturais por meio da microscopia eletronica de
transmissdao em células de cancer cervical (HeLa, SiHa e C33A) tratadas com a fracdo
enriquecida em proantocianidinas (ICso e 1Cg0) por 24 h. As células foram pre-incubadas sem
(A-1) ou com (a-i) N-acetilcisteina por 2 h antes do tratamento com F2. O grupo controle
(células ndo tratadas) das linhagens celulares HeLa, SiHa e C33A foi representado por A, a, D,
d, G e g, respectivamente. As linhagens celulares HelLa, SiHa e C33A tratadas com a ICso foram
representadas por B, b, E, e, H e h, respectivamente. As linhagens celulares HeLa, SiHa e C33A
tratadas com a ICgo foram representadas por C, c, F, f, | e i, respectivamente. O grupo controle
(células ndo tratadas) apresentou organelas com ultraestrutura caracteristica. M, mitocondria;
g, complexo de Golgi; n, ndcleo. As linhagens celulares HeLa, SiHa e C33A que foram tratadas
com a ICso e ICo de F2 apresentaram alteragOes ultraestruturais, incluindo inchago
mitocondrial (asterisco branco), perda das cristas mitocondrias (asterisco preto), ruptura da
membrana celular (seta preta), alteracdes na membrana nuclear (seta branca) e, autolisossomo
(AL). Escala das barras=0,5umemD, E,H,ec-gelumem A-C,F, G, I,a,b, h,ei.

5.3 ANALISE DO TIPO DE MORTE CELULAR PELA DUPLA MARCACAO COM
LARANJA DE ACRIDINA E IODETO DE PROPIDIO EM CELULAS DE CANCER
CERVICAL

A quantificacdo das células apoptéticas e necréticas foi realizada por meio da dupla
marcacdo com laranja de acridina e iodeto de propidio, no qual as células viaveis apresentam
nacleo verde com estrutura intacta, células em apoptose inicial apresentam nucleo verde
brilhante com cromatina condensada, células em apoptose tardia apresentam densas areas
alaranjadas com cromatina condensada e, células em necrose secundéria apresentam nucleo
laranja-avermelhado (NG et al., 2013; HAJREZAIE et al., 2015).

As trés linhagens celulares tratadas com F2 (ICso e 1Cg0) apresentaram significativa
reducdo nas células viaveis (Figura 11). Ap6s o tratamento com a ICso de F2, as linhagens
celulares HelLa e SiHa apresentaram um aumento na porcentagem de células em apoptose
inicial (50,6% e 44,2%, respectivamente), em apoptose tardia (23,0% e 33,0%,
respectivamente) e em necrose secundaria (27,0% e 22,8%, respectivamente). A pré-incubacao
com NAC manteve aproximadamente 50% das células viaveis para ambas linhagens celulares.
Apbs o tratamento com a 1Cgo, um aumento na porcentagem de células em apoptose tardia
(43,0% e 51,3%, respectivamente) e em necrose secundaria (42,0% e 27,3%, respectivamente)
foi observado nas linhagens celulares HeLa e SiHa. As linhagens celulares HelLa e SiHa pré-
incubadas com NAC e tratadas com a ICgo apresentaram 12% e 10% das celulas em necrose

secundaria, respectivamente.
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Apos tratamento com a 1Cso e 1Cgo de F2, a linhagem celular C33A mostrou um aumento
na porcentagem de células em apoptose tardia (43,5% e 23,0%, respectivamente) e em necrose
secundaria (37,6% e 77,0%, respectivamente). As células pré-incubadas com NAC e tratadas
com a ICso e 1Cqo apresentam 56,6% e 18,5% de células viaveis e 2,3% e 21,0% de células em

necrose secundaria, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11. Andlise do tipo de morte celular por meio da dupla marcacdo com laranja de acridina
e iodeto de propidio em células de cancer cervical (HeLa, SiHa e C33A) tratadas com a fracao
enriquecida em proantocianidinas (ICso e 1Cg0) por 24 h. As células foram pré-incubadas com
ou sem N-acetilcisteina (5 mM) por 2 h antes do tratamento com F2. As barras representam a
analise quantitativa da fluorescéncia das micrografias determinada em 200 células em triplicata.
Os seguintes critérios foram aplicados: células vidveis (ndcleo verde com estruturas intactas),
apoptose inicial (nucleo verde brilhante com cromatina condensada), apoptose tardia (densas
areas alaranjadas com cromatina condensada) e necrose secundaria (nucleo laranja-
avermelhado). *p < 0,05, significativamente diferente quando comparado com o controle
(células ndo tratadas; one-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Dunnett). *p < 0,05,
significativamente diferente quando comparado com o controle + NAC (one-way ANOVA
seguido pelo pds-teste de Dunnett).
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5.4 F2 INDUZIU AUMENTO NA PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE
OXIGENIO E DEPLECAO NOS NIVEIS DE TIOIS REDUZIDOS EM CELULAS DE
CANCER CERVICAL

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em células de cancer cervical foi
analisada por meio do marcador H.DCFDA, o qual é clivado por esterases e oxidado por EROs
obtendo 0 2°,7’-diclorofluoresceina (DCF), que emite uma intensa fluorescéncia verde brilhante
(YAZDANI, 2015). As linhagens celulares HelLa e SiHa apresentaram um aumento
significativo na producdo de EROs ap6s o tratamento com a ICso (434% e 307%,
respectivamente) e 1Cqo (1.628% e 564%, respectivamente; Figura 12A). As células pré-
incubadas com o antioxidante NAC apresentaram menor producdo de EROs apds o tratamento
com ICso e 1Cgo0. Da mesma forma, a linhagem celular C33A exibiu aumento na producédo de
EROs quando tratadas com a 1Cqo de F2 (1.628%), j& a pré-incubacdo com NAC preveniu a
producéo de EROs. O controle positivo, H.O2, aumentou a produgéo de EROs.

A producdo de um tipo especifico de EROs, o peroxido de hidrogénio (H20>), foi
analisada por meio do marcador Amplex Red; o qual é catalisado pela peroxidase (HRP)
produzindo a resofurina, que apresenta uma intensa fluorescéncia (DEBSKI et al., 2016). As
trés linhagens celulares tratadas com F2 apresentaram um aumento nos niveis de H2O>, sendo
qgue o aumento foi igual a 157%, 320% e 1.084% para as linhagens celulares HelLa, SiHa e
C33A tratadas com a ICsp, respectivamente (Figura 12B). Da mesma forma, para o tratamento
com a ICgo de F2 houve aumento de 260%, 1.018% e 1.202% para as linhagens celulares Hela,
SiHa e C33A, respectivamente (Figura 12B). Tal efeito foi observado em uma menor
intensidade nas células pré-incubadas com NAC.

O nivel de tidis reduzidos foi determinado usando o DTNB ou reagente de Ellman. Este
reagente utiliza o sistema de reciclagem da glutationa (GSH), onde 0 GSSG é progressivamente
reduzido a GSH pela glutationa redutase e produz o produto colorido acido 5-tio-2-
nitrobenzdico, com absorbancia maxima em 412 nm (CHEN et al.,, 2008; WINTHER;
THORPE, 2014). Houve uma significativa redugdo nos niveis de tidis reduzidos apds o
tratamento das linhagens celulares HelLa, SiHa e C33A com a ICso (29%, 65% e 58%,
respectivamente) e 1Cqo (42%, 66% e 82%, respectivamente; Figura 12C). Nas linhagens
celulares pré-incubadas com NAC, houve um menor decréscimo nos niveis de tiois reduzidos,
especialmente nas linhagens celulares SiHa e C33A tratadas com a ICso (17% e 20%,

respectivamente) e 1Cq0 (11% e 38%, respectivamente).
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Figura 12. Aumento na geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e deplecdo nos niveis
de tidis reduzidos em células de cancer cervical. Producdo EROs (A), producdo de perdxido de
hidrogénio (B) e, niveis de tiois reduzidos (C) em células de cancer cervical (HeLa, SiHa e
C33A) tratadas com a fracdo enriquecida em proantocianidinas (ICso e 1Cgo) por 24 h. As células
foram pré-incubadas com ou sem N-acetilcisteina (5 mM) por 2 h antes do tratamento. O
controle positivo foi o H202 (200 pM). Os dados representam a média £ DP de trés
experimentos realizados em triplicata. *p < 0,05, significativamente diferente quando
comparado com o controle (células ndo tratadas; one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de
Dunnett). *p < 0,05, significativamente diferente quando comparado com o controle + NAC
(one-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Dunnett). *p < 0,05, diferenca significativa entre
o tratamento com e sem NAC (two-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni).
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55 F2 INDUZIU DESPOLARIZACAO DO POTENCIAL DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL E REDUCAO NOS NIVEIS DE ATP INTRACELULAR EM
CELULAS DE CANCER CERVICAL

Considerando as alteragOes ultraestruturais na mitocondria das linhagens celulares
HelLa, SiHa e C33A tratadas com F2, foi analisado o potencial de membrana mitocondrial
(A¥m) utilizando o marcador catibnico TMRE. Este marcador acumula-se em mitocondrias
ativas e emite fluorescéncia vermelha nas mitocondrias polarizadas (WALSH et al., 2017). As
trés linhagens celulares tratadas com F2 (ICso e 1Cg0) apresentaram uma significativa redugao
dose-dependente no AYm comparado com o controle (células ndo tratadas). A quantificacdo
em espectrofluorimetro revelou que houve reducdo do AWm, sendo que nas linhagens celulares
HelLa, SiHa e C33A tratadas com a ICso a reducéo do A¥m foi igual a 31,5%, 46,3% e 44,4%,
respectivamente. J& na linhagem celular tratada com a ICe, a reducdo do A¥Ym foi igual a
49,1%, 52,7% e 49,5%, respectivamente. O AWm das células pré-incubadas com NAC
apresentou uma menor despolarizacdo. O desacoplador de membrana, CCCP, induziu a
despolariza¢ao do A¥m (Figura 13A).

De forma complementar, 0 AYm também foi avaliado por meio da microscopia de
fluorescéncia (Figura 13B). As células do controle (células ndo tratadas; Fig. 13A, a, D, d, G,
g) apresentaram intensa fluorescéncia vermelha, tipicamente encontrada em mitocondrias
polarizadas. Apds o tratamento com F2 (ICso e ICo), a fluorescéncia vermelha diminuiu
consideravelmente. As células pré-incubadas com NAC ainda apresentaram fluorescéncia
vermelha. Desta forma, foram encontrados resultados similares para as alteracbes do A¥m em
ambas as técnicas.

A Figura 13C representa os niveis de ATP intracelular, determinados por meio do
reagente Cell Titer-Glo, em células de cancer cervical. Um significante decréscimo nos niveis
de ATP intracelular foi observado nas linhagens celulares Hela, SiHa e C33A tratadas com a
ICs0 (49,7%, 71,4% e 73,2%, respectivamente) e 1Cgo (94,4%, 96,7% e 84,3%, respectivamente)
de F2. Nas células pré-incubadas com NAC e tratadas com a ICqo, 0s niveis de ATP intracelular
reduziram 46,2%, 39,8% e 53,8% nas linhagens celulares HeLa, SiHa e C33A, respectivamente.
No controle positivo, KCN, houve reducdo na intensidade da luminescéncia (Figura 13C).
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Figura 13. Despolarizacéo do potencial de membrana mitocondrial (A¥m) e reducdo nos niveis
de ATP intracelular em células de cancer cervical. (A) Quantificagdo do A¥Ym por meio do
marcador TMRE. (B) Analise da microscopia de fluorescéncia do A¥m pelo marcador TMRE
(fluorescéncia vermelha) e analise da integridade do DNA pelo marcador Hoechst 33342
(fluorescéncia azul), mostrando fragmentacdo do DNA (asterisco branco) e condensagdo da
cromatina (seta branca). (C) Os niveis de ATP intracelular foram determinados por meio do
reagente Cell Titer-GLO. As células de cancer cervical (HeLa, SiHa e C33A) foram tratadas
com a fracdo enriquecida em proantocianidinas (ICso e 1Cge0) por 24 h. As celulas foram pré-
incubadas com ou sem N-acetilcisteina (5 mM) por 2 h antes do tratamento com F2. O controle
positivo foi o CCCP (100 uM) e o KCN (1000 pM) para A e C, respectivamente. Os dados
representam a média + DP de trés experimentos realizados em triplicata. *p < 0,05,
significativamente diferente quando comparado com o controle (células néo tratadas; one-way
ANOVA seguido pelo pos-teste de Dunnett). “p < 0,05, significativamente diferente quando
comparado com o controle + NAC (one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Dunnett). #p <
0,05, diferenca significativa entre o tratamento com e sem NAC (two-way ANOVA seguido
pelo pbs-teste de Bonferroni).
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56 F2 INDUZIU ALTERACOES NA EXPRESSAO DO RNAm DO FATOR PRO-
APOPTOTICO, ANTI-APOPTOTICO E CASPASES EM CELULAS DE CANCER
CERVICAL

As proteinas da familia BCL-2 representam uma importante via na regulacdo da
apoptose como promotor ou inibidor do processo de morte celular (HATA; ENGELMAN,;
FABER, 2015). A PCR em tempo real foi utilizada para avaliar os niveis de expressdo do
RNAmM do fator pré-apoptotico (Bax) e anti-apoptético (BCL-2). As linhagens celulares Hela,
SiHa e C33A tratadas com F2 (ICso e 1Cg0) apresentaram aumento dose-dependente na
expressdo relativa do RNAm do gene Bax (Figura 14A). As trés linhagens celulares
apresentaram reducdo dose-dependente na expressao relativado RNAm do gene BCL-2 (Figura
14B), aumentando consequentemente a relacdo Bax/BCL-2 (Figura 14C). As células pré-
incubadas com NAC apresentaram um menor aumento na expresséo relativa do RNAm do gene
Bax e menor reducdo na expressdo relativa do RNAm do gene BCL-2, sugerindo que a N-
acetilcisteina protegeu as células.
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Figura 14. Alteracdes na expressdo do RNAm do fator pro-apoptéticos e anti-apoptoticos em
células de cancer cervical. A PCR em tempo real dos niveis de expressdo relativa do RNAm do
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gene Bax (A), BCL-2 (B) e da relacdo Bax/BCL-2 (C) em células de cancer cervical (HeLa,
SiHa e C33A tratadas com a fracdo enriquecida em proantocianidinas (ICso e 1Cg0) por 12 h. As
células pré-incubadas com ou sem N-acetilcisteina (5 mM) por 2 h antes do tratamento com F2.
Os dados representam a média + DP de trés experimentos realizados em triplicata. *p < 0,05,
significativamente diferente quando comparado com o controle (células nao tratadas; one-way
ANOVA seguido pelo pos-teste de Dunnett). *p < 0,05, significativamente diferente quando
comparado com o controle + NAC (one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Dunnett). #p <
0,05, diferenca significativa entre o tratamento com e sem NAC (two-way ANOVA seguido
pelo pos-teste de Bonferroni).

A maquinaria central da cascata apoptética envolve as caspases, como a caspase 9 € a
caspase 3 (PROKHOROVA et al., 2015). As trés linhagens celulares tratadas com F2 por 12
h apresentaram um aumento dose-dependente nos niveis de expressao relativa do RNAm do
gene da caspase 9 e da caspase 3, principalmente para a linhagem celular HelLa e SiHa,
respectivamente (Figura 15A, B). Todas as células pré-incubadas com NAC apresentaram
niveis iguais ou menores na expressao relativado RNAm do gene caspase 9 e caspase 3, quando
comparado com as células tratadas somente com F2.
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Figura 15. Aumento na expressao do RNAm das caspases 9 e 3 em células de cancer cervical.
A PCR em tempo real dos niveis de expresséo relativa do RNAm do gene caspase 9 (A) e
caspase 3 (B) em células de cancer cervical (HeLa, SiHa e C33A tratadas com a fracédo
enriquecida em proantocianidinas (ICso e 1Cg0) por 12 h. As células pré-incubadas com ou sem
N-acetilcisteina (5 mM) por 2 h antes do tratamento com F2. Os dados representam a media +
DP de trés experimentos realizados em triplicata. *p < 0,05, significativamente diferente
guando comparado com o controle (células ndo tratadas; one-way ANOVA seguido pelo pos-
teste de Dunnett). “p < 0,05, significativamente diferente quando comparado com o controle +
NAC (one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Dunnett). *p < 0,05, diferenca significativa
entre o tratamento com e sem NAC (two-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni).
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5.7 F2INDUZIU FRAGMENTACAO DO DNA EM CELULAS DE CANCER CERVICAL

A ativacdo das caspases, principalmente da caspase 3, promove a fragmentagcdo do DNA
(LARSEN; S@RENSEN, 2017). A fragmentacdo do DNA, determinada por meio da
eletroforese em gel de agarose, foi observada nas linhagens celulares HeLa, SiHa e C33A ap06s
o0 tratamento com ICsp ou ICgo de F2 quando comparado com as células controle (Figura 16).
Observacdes similares foram encontradas na microscopia de fluorescéncia com Hoescht 33342,
na qual também foi observado fragmentacdo do DNA e condensacdo da cromatina (Figura

13B). As células pré-incubadas com NAC apresentaram menor fragmentacdo do DNA (Figura
16).
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Figura 16. Fragmentacdo do DNA em células de cancer cervical. A fragmentacdo do DNA foi
avaliada por meio da eletroforese em gel de agarose 1% nas células de cancer cervical (HelLa,
SiHa e C33A) tratadas com a fracao enriquecida em proantocianidinas (ICso e 1Cg0) por 24 h.
As células foram pré-incubadas com ou sem N-acetilcisteina (5 mM) por 2 h antes do tratamento
com F2. O marcador de peso molecular foi o 100 bp DNA Ladder. Os experimentos foram
realizados em triplicata, reproduzindo resultados similares.

5.8 F2 INDUZIU LIPOPEROXIDACAO E RUPTURA DA INTEGRIDADE DA
MEMBRANA CELULAR EM CELULAS DE CANCER CERVICAL

A lipoperoxidagdo foi analisada por meio do marcador DPPP, o qual reage com
hidroperdxidos lipidicos para gerar a substancia fluorescente 6xido de DPPP (OKIMOTO et
al., 2000). O tratamento com F2 aumentou significativamente a peroxidacdo lipidica nas
linhagens celulares HelLa, SiHa e C33A tratadas com a ICso (472%, 670% e 840%,
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respectivamente) e 1Cgo (2.760%, 1.110% e 1.360%, respectivamente). A pré-incubagdo com
NAC resultou em uma menor lipoperoxidacdo nas células tratadas com F2 (Figura 17A). O
controle positivo, H20., aumentou a lipoperoxidacao.

A integridade da membrana celular foi analisada por meio do marcador iodeto de
propidio (IP), uma significativa perda da integridade da membrana celular foi observada nas
linhagens celulares HelLa, SiHa e C33A tratadas com a ICso (413%, 418% e 1.540%,
respectivamente) e 1Cq (3.880%, 1.550% e 1.700%, respectivamente) de F2 (Figura 17B). As
células pré-incubadas com NAC exibiram um menor dano na membrana celular, especialmente
quando tratadas com a ICso. O controle positivo, digitonina, aumentou o0 dano na membrana
celular.
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Figura 17. Aumento na lipoperoxidacdo e na ruptura da membrana celular em células de cancer
cervical induzido por F2. Lipoperoxidacdo (A) e integridade da membrana celular (B) nas
células de cancer cervical (HeLa, SiHa e C33A) tratadas com a fracdo enriquecida em
proantocianidinas (F2; ICso e ICg0) por 24 h. As células foram pré-incubadas com ou sem N-
acetilcisteina (5 mM) por 2 h antes do tratamento com F2. Os controles positivos foram H20-
(200 uM) e digitonina (80 uM) para A e B, respectivamente. Os dados representam a media +
DP de trés experimentos realizados em triplicata. *p < 0,05, significativamente diferente
guando comparado com o controle (células ndo tratadas; one-way ANOVA seguido pelo pos-
teste de Dunnett). “p < 0,05, significativamente diferente quando comparado com o controle +
NAC (one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Dunnett). #p < 0,05, diferenca significativa
entre o tratamento com e sem NAC (two-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni).
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5.9 F2 APRESENTOU ATIVIDADE ANTITUMORAL in vivo EM TUMOR SOLIDO DE
EHRLICH

As avaliacbes anticancer em modelos tumorais in vivo sdo essenciais para 0
desenvolvimento de novos tratamentos. A atividade antitumoral in vivo da fracdo enriquecida
em proantocianidinas foi observada no modelo murino de tumor sdlido de Ehrlich, no qual
camundongos BALB/c foram tratados com 150 mg/kg/dia de F2 por via oral durante 28 dias.
O volume tumoral reduziu significativamente ap0s o tratamento, ocorrendo 67,8% de inibicao
no crescimento tumoral (Figura 18A). F2 reduziu significativamente o peso do tumor quando
comparado com o controle, com 68,8% de redugdo no peso tumoral (Figura 18B).

A lipoperoxidacdo foi analisada no tumor para investigar a influéncia do estresse
oxidativo, sendo realizada por meio do ensaio de TBARS em termo de malonaldeido (MDA)
(POMPELLA et al., 1987; KUDRYAVTSEVA et al., 2016), sendo que, o tratamento com F2
aumentou significativamente a lipoperoxidagédo no tumor (Figura 18C).
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Figura 18. Atividade antitumoral in vivo da fragdo F2 em camundongos BALB/c com tumor
solido de Ehrlich. O tratamento incluiu o controle (controle ndo tratado) e F2 (150 mg/kg/dia).
Ambos tratamentos foram administrados por via oral e diariamente durante 28 dias. (A) As
dimens6es do tumor sélido de Ehrlich foram obtidas semanalmente para realizar o calculo do
volume tumoral. (B) O tumor sélido de Ehrlich foi pesado apds o animal ser eutanasiado. (C)
Lipoperoxidacdo pela técnica de TBARS em termo de malonaldeido (MDA). Os dados
representam a média + DP (n = 5/grupo). *p < 0,05, significativamente diferente entre o grupo
controle e o grupo F2 (teste de Mann-Whitney). *p < 0,05, significativamente diferente entre o
grupo controle e o grupo F2 (two-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni).

5.10 F2 MOSTROU-SE SEGURA E BEM TOLERADA NO ENSAIO CLINICO FASE |

No Ensaio Clinico Fase | da fracdo enriquecida em proantocianidinas de S. adstringens
(F2), 40 mulheres saudaveis foram recrutadas, mas 2 voluntarias da pesquisa foram excluidas
antes de iniciar o tratamento com a formulag&o por ndo atender aos critérios de inclusdo ou por

requerer a saida da presente pesquisa (Figura 19).
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Desta forma, 38 mulheres receberam o gel contendo 5% de F2, mas 8 sujeitos foram
perdidos no seguimento da pesquisa devido a descontinuagdo do tratamento. Assim, somente
30 mulheres retornaram apds o uso da formulagéo, representando um retorno de 69,7% das
mulheres selecionadas. A média de idade das mulheres saudaveis que concluiram o tratamento
foi de 32,10 + 7,78 anos (Figura 19).

Paciente elegivel
(n=40)

Pacientes excluidas (n=2)
- Nio atendeu aos critérios de inclusdo (n=1)
- Desistiu de participar (n=1)

(n=38)

Perda de seguimento (n==8)
- Descontinuou o tratamento (n=8)

Analisada
(n=30)

Figura 19. Esquema da distribuicdo das mulheres recrutadas para participar do Ensaio Clinico
Fase | do gel contendo 5% de fracdo enriquecida em proantocianidinas de S. adstringens (F2).

Apos o tratamento com o gel contendo 5% de F2 por via intravaginal durante 14 dias,
ndo foram relatados casos de ardéncia vaginal, disdria, prurido vulvar e ulceracdes no sistema
geniturinario na avaliacdo clinica. Somente, uma mulher (1/30) relatou corrimento vaginal.
Além disso, na avaliacdo clinica ndo foram relatadas alteracdes nos sistemas digestivo,
cardiovascular, respiratério e cutaneo ap6s o uso da formulacao.

Na Tabela 1 encontram-se os dados do exame de sangue, especificamente o hemograma
completo das pacientes antes e apds o tratamento com o gel contendo 5% de F2. Conforme os
valores de referéncia adotados, as pacientes enquadravam-se dentro da faixa de referéncia antes
e apos o uso do gel, apesar da significativa reducdo nos niveis de eritrocitos. Assim, 0
hemograma das pacientes ficou dentro da faixa considerada adequada, de forma que uso do gel
contendo F2 ndo alterou o hemograma, leucograma e niveis de plaquetas das mulheres

saudaveis recrutadas.
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Tabela 1. Pardmetros hematoldgicos de 30 mulheres antes e apds o tratamento com o gel
contendo 5% de fragdo enriquecida em proantocianidinas de S. adstringens (F2) por via
intravaginal durante 14 dias. Os dados representam a média + DP, sendo comparados com 0s
valores de referéncia de cada parametro. RDW: amplitude de distribuicdo dos eritrocitos: VCM:
volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracdo da
hemoglobina corpuscular média.

X Tratamento com gel contendo 5% de F2 Valores de
Parametros - N
Antes do tratamento  Depois do tratamento referéncia
(mﬁ{]'égg‘/’r';?ng) 4,69 + 0,38 4,56 + 0,36* 4,00 - 5,20
Hemoglobina (g/dL) 13,58 +1,24 13,37+ 1,02 12,0- 16,0
Hematdcrito (%) 41,06 + 3,37 40,39 + 2,66 36,0-47,0
RDW (%) 12,35+ 1,13 132 +1,22 10,0 - 15,0
VCM (p3) 87,77 £ 6,52 88,31+ 6,87 80,0-97,0
HCM (pg) 29,03 + 2,68 29,25 + 2,74 26,0 - 34,0
CHCM (%) 33,05+0,94 33,08 0,81 31,0-37,0
Leucdcitos (mm?) 7643,33 + 1961,65 7613,33 + 2255,99 4.000 - 10.000
Blastos (mm®) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0
Promieldcitos (mm?®) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0
Mieldcitos (mm?) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0
Metamieldcitos (mm?) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0
Bastonetes (mm?) 4,30 + 23,55 18,87 + 53,17 0—400
Segmentados (mm?®) 4513,10 + 1505,04 4525,10 + 1779,16 1.800 - 7.500
Eosinofilos (mmd) 207,70 £ 187,37 207,67 + 168,90 40 — 450
Basdfilos (mm?) 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0-100
Li”féiirfr;%ipicos 249093 +573,81  2431,43 + 636,62 1.200 - 5.200
Linfdcitos ,SAtipicos 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0
(mm©)
Mondcitos (mm?) 424,37 + 174,88 382,87 + 143,35 80 — 800
Plaquetas (mil/mm?3) 310,97 £ 67,91 310,87 £ 71,68 150 - 400

*p < 0,05, significativamente diferente entre antes e apos o tratamento com F2 (teste de
Wilcoxon).

# valores de referéncia informados no laudo emitido pelo laboratério de analises clinicas
contratado para realizagdo dos exames.
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Na Tabela 2 encontram-se os dados do exame das pacientes antes e apds o tratamento
com o gel contendo 5% de F2 onde foram investigados diversos parametros com intuito de
avaliar a funcédo hepaética, renal e metabdlica das mulheres saudaveis.

A funcéo hepatica foi avaliada por meio da quantificacdo de gama glutamil transferase
(yGT), aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina,
bilirrubinas totais e fracGes. Apesar da significativa reducdo nos niveis de AST e ALT apds o
tratamento, os parametros que avaliaram a funcdo hepatica mantiveram-se dentro da faixa de
referéncia apds o tratamento com o gel contendo 5% de F2. Indicando assim, que F2 néo foi
hepatotoxica na concentragdo testada (Tabela 2).

Os parametros que avaliaram a funcdo renal foram os niveis de ureia e creatinina. De
forma que tanto antes quanto apds o tratamento com a formulacao, os parametros que avaliaram
a funcéo renal mantiveram-se dentro da faixa de referéncia, que é de 15 a 45 mg/dL para ureia
e de 0,6 a 1,2 mg/dL para creatinina (Tabela 2).

A avaliacdo dos niveis de proteinas totais e fracdes tanto antes quanto apos o tratamento
com a formulacdo apresentaram-se dentro da faixa de referéncia. Da mesma forma, os niveis
dos eletrolitos sodio e potassio apresentaram-se dentro da faixa de referéncia adotada. Outro
parametro avaliado foi o metabolismo de proteinas, por meio da analise dos niveis de &cido
urico, sendo que as pacientes apresentaram resultados de acido Urico dentro da faixa de
referéncia tanto antes quanto apds o uso do gel (Tabela 2).

Assim, o uso de 4 g do gel contendo 5% de fracdo enriquecida em proantocianidinas de
S. adstringens (F2) diariamente via intravaginal por 14 dias ndo resultou em alteracdes na
funcdo hepatica, renal e no metabolismo das mulheres saudaveis recrutadas para realizacéo do
Ensaio Clinico Fase I, com base nos parametros avaliados.

Além disso, todas as mulheres apresentaram resultado negativo para gonadotrofina
coribnica humana (B-hCG) tanto antes quanto apds o tratamento com o gel contendo 5% de
fragdo enriquecida em proantocianidinas de S. adstringens (F2), indicando que as mulheres
selecionadas ndo estavam gravidas no inicio da pesquisa e nem engravidaram durante o uso da

formulacéo.
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Tabela 2. Pardmetros bioquimicos de 30 mulheres antes e ap6s o tratamento com o gel contendo
5% de fracdo enriquecida em proantocianidinas de S. adstringens (F2) por via intravaginal
durante 14 dias. Os dados representam a média £ DP, sendo comparados com os valores de
referéncia de cada parametro. yGT: gama glutamil transferase; ALT: alanina aminotransferase;
AST: aspartato aminotransferase.

X Tratamento com gel contendo 5% de F2 Valores de
Parametros - N
Antes do tratamento Depois do tratamento  referéncia
Creatinina (mg/dL) 0,81 +0,09 0,78 £ 0,07 0,6-1,2
Ureia (mg/dL) 24,57 £ 7,62 24,00 + 7,66 15,0 - 45,0
Acido Urico (mg/dL) 3,87 +0,78 3,85+ 0,88 1,5-6,0
yGT (U/L) 30,59 + 22,45 30,09 + 20,98 Até 50,0
ALT (U/L) 24,17 +8,91 21,97 + 6,79* Até 36,0
AST (U/L) 22,37 £9,81 19,30 £ 6,00* Até 34,0
Fosfatase alcalina (U/L) 62,50 + 24,50 63,71 +£ 19,38 42 — 98
Bilirrubina | Ndireta (mo/dL) 0,24 + 0,12 0,21 +0,10 Até 0,8
total e Direta (mg/dL) 0,18 £ 0,08 0,15+ 0,06 Até 0,4
fragdes | rota1 (mg/dL) 0,42 +0,19 0,36 + 0,15 Até 1,2
Globulinas (g/dL) 2,98 £ 0,56 2,94 £ 0,40 2,3-3.2
Protefnas | Albuminas 413+0,35 4,11+ 0,40 3,5-5,0
totais e (g/dL)
fragdes i i
: Proteinas Totais 7 11 4 0,51 7,05 0,44 6,0-8,0
(g/dL)
Potassio (mEg/L) 4,34 + 0,37 4,25 + 0,37 3,6-51
Sodio (MEg/L) 139,10 + 2,38 137,63 + 2,88 135,0 - 144,0

*p < 0,05, significativamente diferente entre antes e apos o tratamento com F2 (teste de

Wilcoxon).

# valores de referéncia informados no laudo emitido pelo laboratério de analises clinicas
contratado para realizacdo dos exames.
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6 DISCUSSAO

Diversas propriedades relatadas na medicina tradicional fazem com que S. adstringens
seja alvo de investigacOes cientificas a fim de comprovar e até identificar novas atividades
terapéuticas (SOUZA-MOREIRA; QUEIROZ-FERNANDES; PIETRO, 2018).

As cascas de S. adstringens sdo uma reconhecida e abundante fonte de taninos
condensados, também denominados como proantocianidinas (MELLO; PETEREIT;
NAHRSTEDT, 1996a, 1996b, 1999; SANTOS et al., 2002). Da mesma forma, a fracao aquosa
das cascas de S. adstringens também é abundante em polimeros de proantocianidinas,
constituidos por unidades de prodelfinidinas e prorobinetinidinas (ISHIDA et al., 2006).

As proantocianidinas sdo amplamente investigadas para a terapia do cancer
(NANDAKUMAR; SINGH; KATIYAR, 2008; ZHOU et al., 2016). Assim, neste trabalho foi
avaliada a atividade da fragdo enriquecida em proantocianidinas de S. adstringens (F2) em
linhagens celulares de cancer, especificamente em linhagens celulares de cancer cervical.

No presente trabalho, o tratamento com F2 reduziu de forma tempo- e dose-dependentes
a viabilidade das linhagens celulares de cancer cervical HeLa (HPV18-positivo), SiHa (HPV16-
positivo) e C33A (HPV-negativo). Dados semelhantes de atividade citotoxica também foram
observados no tratamento de células de cancer cervical com proantocianidinas oriundas de
sementes de uva (CHEN; LIU; ZHENG, 2014). Além disso, deve-se destacar que F2 foi
significativamente menos toxica para os queratindcitos humanos imortalizados (ou linhagem
celular HaCaT) quando comparado com as linhagens celulares de cancer cervical. Segundo
ISHIDA et al. (2006), a concentragdo citotoxica de F2 para macréfagos J774-G8 e para as
células VERO foi igual a 125 e 150 pg/mL, respectivamente. No ensaio de hemolise, F2 ndo
foi hemolitica até a concentracdo de 1.000 pg/mL (ISHIDA et al., 2006). Resultados in vitro
que ajudam a reforcam a seguranca toxicolégica de F2.

A migracdo e a invasao das células tumorais sdo um dos primeiros passos N0 processo
multietapas da cascata da metastase (CLARK; VIGNJEVIC, 2015; LAMBERT;
PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2017). O ensaio de cicatrizacdo da ferida € um método
simples e barato capaz de avaliar in vitro a migracao celular (LIANG; PARK; GUAN, 2007).
No ensaio de cicatrizacdo da ferida realizado com as linhagens celulares HelLa, SiHa e C33A,
o0 tratamento com F2 inibiu significativamente a migracdo das células tumorais. Indicando

assim, que F2 provavelmente é capaz de evitar a ocorréncia de metastase.
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Na microscopia invertida de contraste de fase, a morfologia das trés linhagens celulares
de céncer cervical mostrou intensas alteragdes, como irregularidade no formato, descolamento
celular e, presenca de halo claro em torno do nucleo.

A andlise ultraestrutural por meio da microscopia eletronica de transmissdo (MET) é
considerada o “padrdo ouro” para o entendimento e classificacdo do tipo de morte celular
(VANDEN BERGHE et al., 2013). Geralmente, as células apoptéticas sofrem fragmentacéo e
condensacéo do nucleo, associado ao inchaco das suas organelas, como por exemplo, inchaco
mitocondrial. As células em apoptose podem evoluir para um processo tardio de necrose
secundaria, que caracteriza-se pela ruptura da membrana celular (WONG, 2011).

Juntamente com a metodologia de MET, também foi realizada a dupla marca¢do com
laranja de acridina (LA) e iodeto de propidio (IP) para auxiliar na classificacdo do tipo de morte
celular. As linhagens celulares HeLa e SiHa tratadas com a ICsg de F2 apresentaram intensas
alteracOes nucleares e mitocondriais, além de aumento na porcentagem de células em apoptose
inicial. Por outro lado, as linhagens celulares HelLa e SiHa tratadas com a 1Cqo de F2 também
resultaram na ruptura da membrana celular, que é caracteristica de apoptose tardia e necrose
secundaria, eventos também observados na dupla marcacdo com LA/IP. Nas células C33A,
todas as alteragdes mencionadas na MET e na dupla marcagcdo com LA/IP foram observadas
para ambos os tratamentos com F2 (ICsp e 1Cq0), indicando a ocorréncia de apoptose tardia e
necrose secundaria.

Contudo, o antioxidante sintético N-acetilcisteina (NAC) preservou a ultraestrutura das
organelas e aumentou a viabilidade celular na dupla marcacdo com LA/IP. O NAC ¢ capaz de
sequestrar espécies reativas de oxigénio (EROs) e intensificar a acdo do sistema antioxidante
enddgeno devido a capacidade de aumentar a sintese de glutationa (GSH) (ZAFARULLAH et
al., 2003). Provavelmente devido a tais propriedades, houve aumento na viabilidade celular das
células pré-incubadas com NAC. Por esta razdo, nés avaliamos a ocorréncia do estresse
oxidativo nas trés linhagens celulares.

O estresse oxidativo é definido como a falta de equilibrio entre a geracdo de EROs e a
atividade do sistema antioxidante enddgeno (SOSA et al., 2013). EROs sdo moléculas reativas
de vida curta que contém elétrons desemparelhados, podendo estar na forma de radical, como
o radical hidroxila (OH") ou ainda, na forma nédo-radicalar, como o peroxido de hidrogénio
(H202) (MOLONEY; COTTER, 2017). Dentre os antioxidantes endégenos, ha os antioxidantes
intracelulares que contém grupos tidis, como a glutationa (GSH), que é o mais abundante agente
sequestrador de EROs da célula (SOSA et al., 2013).
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As células tumorais se distinguem por apresentarem um alto nivel de estresse oxidativo.
Assim, 0 acimulo de EROs nas células tumorais é mais prejudicial que nas células normais.
Desta forma, um aumento nos niveis de estresse oxidativo induz preferencialmente a morte de
células tumorais (PANIERI; SANTORO, 2016; GORRINI; HARRIS; MAK, 2013).

As linhagens celulares Hela, SiHa e C33A tratadas com F2 apresentaram um
significante aumento dose-dependente na geragdo de EROs e uma significante deplecdo no
nivel de tiois reduzidos, indicando que um intenso estresse oxidativo provavelmente
desencadeou o processo de morte celular. Sugerindo que as propriedades pro-oxidantes de F2
promoveram a morte das linhagens celulares de cancer cervical.

Da mesma forma, outros polifendis também sdo capazes de induzir o estresse oxidativo
(MILEO; MICCADEI, 2016; MAO et al., 2017). Além disso, a pré-incubacdo com o
antioxidante NAC reverteu o estresse oxidativo, confirmando que este efeito mediou a morte
das células tumorais. Na literatura ha relatos de que a pré-incubacdo com NAC também
preveniu a ocorréncia do estresse oxidativo em outras linhagens tumorais (CHANG et al., 2017,
SHIAU et al., 2017).

A mitocondria é a maior fonte de EROs intracelular e, um aumento desproporcional na
producdo de EROs, como observado no estresse oxidativo, pode resultar em mitocondrias
disfuncionais (REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016). Disturbios na integridade
da membrana mitocondrial podem culminar em apoptose, geralmente manifestada pela
despolarizacdo do seu potencial de membrana mitocondrial e pela reducdo nos niveis de ATP
(SINHA et al., 2013).

No presente estudo, as trés linhagens celulares tratadas com F2 apresentaram uma
significativa reducdo dose-dependente no potencial de membrana mitocondrial (A¥m) e nos
niveis de ATP intracelular. Contudo, nas células pré-incubadas com NAC houve uma menor
despolarizacdo do A¥m e niveis mais elevados de ATP intracelular. Indicando que o
antioxidante sintético protegeu a integridade da mitocéndria dos danos induzidos pelo excesso
de EROs nas células tratadas com a ICsp de F2. A producdo de EROs foi incompletamente
sequestrada pelo NAC quando as células foram tratadas com a 1Cqo, também revelado por meio
dos danos mitocondriais observados nas micrografias de MET.

Em outro trabalho, S. adstringens induziu danos em mitocondrias isoladas de figado de
ratos devido ao desacoplamento da fosforilagcdo oxidativa, inibicao da cadeia transportadora de
elétrons e por meio da inibi¢do da ATP-sintase (REBECCA et al., 2003).
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Considerando a ocorréncia da despolarizacdo do A¥m, foi avaliada a integridade da
membrana mitocondrial. A despolarizacdo mitocondrial pode resultar na formagéo de poros,
mecanismo controlado pela familia BCL-2, especificamente pelos fatores pro-apoptéticos Bax
e anti-apoptoticos BCL-2 (SINHA et al., 2013). Sendo que, 0 aumento nos niveis da proteina
Bax leva a formag&o de poros multiméricos na membrana mitocondrial, resultando na liberagdo
de fatores pré-apoptoticos dentro do citoplasma. As proteinas BCL-2 previnem a liberagdo
destes fatores pré-apoptoticos dentro do citoplasma, protegendo assim a célula da apoptose
(HATA; ENGELMAN; FABER, 2015).

Desta forma, a analise da relagdo Bax/BCL-2 é critica para avaliar danos na membrana
mitocondrial. Sendo que houve um significativo aumento na relacdo Bax/BCL-2 ap6s o
tratamento com F2 (ICso e 1Cq0) nas linhagens celulares HelLa, SiHa e C33A. Por outro lado,
nas células pré-incubadas com NAC houve uma reducdo na relacdo Bax/BCL-2, reduzindo
assim a susceptibilidade das células a apoptose.

No tratamento com F2, os danos mitocondriais associados com o aumento da relagéo
Bax/BCL-2 provavelmente induziram a apoptose via intrinseca ou mediada pela mitocondria.
Nesta via, fatores pro-apoptéticos sdo liberados dentro do citoplasma por meio dos poros
formados na membrana mitocondrial. Dentre estes fatores encontra-se o citocromo c, o qual se
liga ao fator apoptético de ativacdo de protease 1 (Apaf-1) e a pro-caspase 9 para formar o
apoptossomo que ativa a pré-caspase 3, promovendo assim os danos celulares caracteristicos
da apoptose (ASHKENAZI et al., 2017).

As linhagens celulares Hela, SiHa e C33A tratadas com F2 (ICso e 1Cq0) apresentaram
um aumento dose-dependente da expressdo do RNAm das caspases 9 e 3. As trés linhagens
celulares de cancer cervical pré-incubadas com NAC apresentaram igual ou menor nivel de
expressao do RNAm das caspases 9 e 3 quando comparado com as células tratadas somente
com F2, confirmando assim que o efeito protetivo do NAC decorre da reducédo na intensidade
do estresse oxidativo celular.

A ativacdo da caspase 3 favorece a fragmentacdo do DNA, em razdo da inativacao
proteolitica da subunidade alfa do fator de fragmentagdo do DNA (ICAD), e consequente
ativacdo catalitica do CAD (NAGATA, 2005; GALLUZZI et al., 2018). Sendo que, a
fragmentacdo do DNA é um evento caracteristico do processo apoptotico (PROKHOROVA et
al., 2015). As trés linhagens celulares de cancer cervical sofreram fragmentacdo do DNA apds
o tratamento com F2 (ICso e 1Cq0), resultados revelados por meio da eletroforese em gel de

agarose e da marcacdo com Hoechst 33342, confirmando assim a ocorréncia do processo
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apoptdtico. A fragmentacdo do DNA também foi observada em células de cancer de mama
tratadas com fragOes das folhas de S. adstringens (SABINO et al., 2018).

Além disso, o estresse oxidativo induz a lipoperoxidacao, especificamente por meio da
geracdo de hidroperdxidos lipidicos que afetam estruturas lipidicas, como as membranas
celulares (KUDRYAVTSEVA et al., 2016). O tratamento com F2 (ICso e 1Cg0) aumentou
significativamente a lipoperoxidagéo nas trés linhagens celulares de cancer cervical. O acimulo
de hidroperdxidos lipidicos associado com a deplec¢éo nos niveis de tiois reduzidos e a reducao
dos niveis de ATP intracelular podem promover a ruptura da membrana celular, resultando em
células com morfologia tipica de necrose (HIGUCHI, 2004; RYTER et al., 2007; RASOLA,
BERNARDI, 2011). Assim, uma intensa ruptura na membrana celular foi observada apds o
tratamento com a ICso de F2 nas células C33A e nas trés linhagens celulares tratadas com a 1Cgo
de F2, como ja observado na microscopia eletrdnica de transmissdo e na dupla marcacdo do
LA/IP. A lipoperoxidagdo foi menor nas células pré-incubadas com NAC. Além disso, a pré-
incubagdo com NAC também reduziu os danos na membrana celular. Tais resultados reforcam
gue o antioxidante sintético NAC protegeu as trés linhagens celulares de cancer cervical por
meio da reducdo do estresse oxidativo.

As linhagens celulares HeLa e SiHa contém HPV18 e HPV16 integrado ao seu DNA,
respectivamente (DING et al., 2007). Nestas linhagens celulares, o tratamento com F2 induziu
0 estresse oxidativo e danos mitocondriais. Além disso, também houve ruptura da membrana
celular no tratamento com altas concentragdes (ICq) de F2. A linhagem celular C33A nédo
contem o0 HPV, mas ha um mutacao na p53 que leva a perda do controle do ciclo celular (DING
etal., 2007). Na linhagem celular C33A, além do estresse oxidativo, também foi observada uma
notavel ruptura da membrana celular em ambos tratamentos. As diferentes respostas celulares
sdo provavelmente atribuidas aos diferentes niveis basais de EROs e espécies antioxidantes
enddgenas em cada linhagem celular (FILIPPOVA et al., 2014).

Os modelos tumorais in vivo sdo essenciais para o desenvolvimento de novos agentes
anticancer (JUNG, 2014). Dentre os modelos experimentais ha o tumor de Ehrlich, que é
originario de um adenocarcinoma mamario murino. As células de carcinoma ascitico de Ehrlich
podem desenvolver a forma ascitica do tumor quando administrado por via intraperitoneal.
Contudo, quando as células de carcinoma ascitico de Ehrlich s&o inoculadas por via subcuténea,
desenvolve-se o tumor sélido (OZASLAN et al., 2013). Na literatura ha relatos de diferentes

substancias que tiveram sua atividade antitumoral in vivo avaliada por meio do modelo murino



85

de tumor soélido de Ehrlich (NOAMAN et al., 2008; BISWAS et al., 2016; SRIVASTAVA et
al., 2016).

Baseando-se nos promissores resultados de reducdo da viabilidade celular in vitro
promovidos pela F2, foi avaliada a atividade antitumoral in vivo por meio do modelo murino
de tumor solido de Ehrlich. A administragdo por via oral de 150 mg/kg/dia de F2 reduziu
significativamente o volume e o peso do tumor ap6s 28 dias de tratamento. Resultados
semelhantes também foram observados apo6s o tratamento do tumor sélido de Ehrlich com
combinacg0es das substancias vanila e doxorrubicina (ELSHERBINY et al., 2016).

Conforme os resultados obtidos na avaliagdo do mecanismo de acdo in vitro pode-se
concluir que a atividade pro-oxidante de F2 induziu o estresse oxidativo nas células de cancer
cervical, resultando em uma intensa lipoperoxidacdo. Da mesma forma, houve aumento da
lipoperoxidacdo nos tumores tratados com F2, indicando que F2 provavelmente induziu
estresse oxidativo no modelo tumoral in vivo. Como demonstrado em trabalhos prévios,
diversos polifendis causam lipoperoxidacdo devido a intensa geracdo de EROs (LEON-
GONZALEZ; AUGER; SCHINI-KERTH, 2015).

Outra vertente fundamental é a avaliacdo da seguranca toxicologica da fracdo
enriquecida em proantocianidinas de S. adstringens (F2). Em estudos prévios, nosso grupo de
pesquisa realizou ensaios de toxicidade pré-clinica, como 0s ensaios de genotoxicidade,
toxicidade aguda e toxicidade crdnica em roedores.

No ensaio de genotoxicidade, F2 ndo foi capaz de provocar efeito genotoxico até a
concentracdo de 2.250 mg/kg/dia por via oral em camundongos Mus musculus (Swiss) (COSTA
et al., 2010). No ensaio de toxicidade aguda em camundongos Swiss, a Dose Letal (DLso) foi
de 3.015 mg/kg/dia e, em doses inferiores houve reversdao de possiveis efeitos colaterais
(COSTA et al., 2013). Da mesma forma, no ensaio de toxicidade cronica realizado em ratos
Wistar com administracdo oral de F2 (10, 100 e 200 mg/kg/dia) durante 90 dias ndo houve
diferenca significativa nos parametros bioquimicos, hematoldgicos e histopatoldgicos avaliados
(COSTA et al., 2013).

Considerando que F2 mostrou-se segura nos ensaios pré-clinicos realizados em animais,
iniciou-se a avaliacdo da seguranga toxicoldgica em humanos por meio do Ensaio Clinico Fase
I (COSTA, 2011). O Ensaio Clinico Fase | proposto buscou avaliar a seguranca e a tolerancia
do uso intravaginal de F2. Para isso, foi desenvolvido o gel vaginal contendo 0,5% e 1,25% de
F2, sendo a base do gel composta pelo polimero Carbopol® (COSTA et al., 2018). As

formulacdes foram utilizadas por mulheres saudaveis por via intravaginal durante 14 dias,
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sendo que ndo houve alteracdes significativas nos parametros avaliados (avaliacdo clinica e
laboratorial) ap6s o uso de ambas formulagfes (COSTA, 2011).

Ainda em busca de avaliar a seguranca e tolerancia da fracdo enriquecida em
proantocianidinas de S. adstringens (F2), nés realizamos uma nova etapa do Ensaio Clinico
Fase I, onde foi avaliado o uso do gel vaginal contendo 5% de F2 durante 14 dias. No presente
trabalho foram selecionadas 38 mulheres saudaveis para o Ensaio Clinico Fase I, das quais 30
retornaram apos o uso do gel vaginal contendo 5% de F2, representando um retorno de 69,7%
das mulheres selecionadas.

Na avaliacdo clinica, ndo houve alteracbes relevantes no sistema geniturinario,
digestivo, cardiovascular, respiratério e cutdneo ap6s o tratamento intravaginal com o gel
contendo 5% de F2. Da mesma forma, outro trabalho mostrou que a administracédo intravaginal
do produto natural, curcumina, foi considerada segura (GATTOC et al., 2017).

Os parametros hematoldgicos permaneceram dentro da faixa de referéncia ap6s o
tratamento por 14 dias consecutivos com a formulagdo. Da mesma forma, ap6s o tratamento,
0s parametros bioquimicos que avaliaram a fungédo hepética permaneceram dentro da faixa de
referéncia. Além disso, ndo houve alteracGes significativas na funcdo renal. Resultados
semelhantes também foram observados com o extrato das folhas de Maytenus ilicifolia, no qual
ocorreram poucas alteracdes nos parametros hematoldgicos e bioquimicos, sendo que sua
administracdo foi considerada bem tolerada (TABACH; DUARTE-ALMEIDA; CARLINI,
2017).

Durante o tratamento com a formulacdo, 7 mulheres (7/38) descontinuaram o uso da
formulacdo por iniciativa propria, devido a diversas razbes como, viagem, doenca ndo
relacionada com o sistema geniturinario e, esquecimento da aplicacdo diaria da formulacéo por
14 dias consecutivos. Dentre 0s sujeitos que descontinuaram o uso da formulagdo, uma mulher
(1/38) foi retirada do Ensaio Clinico Fase | por apresentar edema corporal, provavelmente
relacionado a alguma alergia aos componentes da formulacdo. Além disso, 16% (5/30) das
mulheres reportaram um leve desconforto na regido pélvica semelhante a uma célica menstrual,
este incobmodo provavelmente decorre de uma leve contragdo uterina.

A formulacdo apresentou coloracdo avermelhada em decorréncia da alta concentracéo
de taninos oriundos da fracdo de S. adstringens. Sendo que esta coloracdo avermelhada foi
motivo de descontentamento para grande parte das participantes do Ensaio Clinico Fase I.

Apesar da intensidade da insatisfacdo ser diferente entre as mulheres, esta caracteristica
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organoléptica € uma limitagdo para a aceitagéo da formulacdo. Dificuldade também enfrentada
na administracdo intravaginal da curcumina (GATTOC et al., 2017).

Por outro lado, 93,33% (28/30) das mulheres que participaram do Ensaio Clinico Fase
I reportaram uma efetiva retencdo intravaginal do gel contendo 5% de F2. Sendo que este ponto
positivo decorreu do fato da formulacdo basear-se no polimero Carbopol®, o qual apresenta
uma intensa capacidade mucoadesiva (COOK; BROWN, 2018).

Durante o Ensaio Clinico Fase I, n6s enfrentamos dificuldades para recrutar mulheres,
visto que sd@o mulheres saudaveis e, a grande maioria alegava que ndo precisava de tratamento
ou que ndo tinha interesse em participar da pesquisa clinica. Obstaculo também relatado por
RANASINGHE et al. (2017).

Conforme NAPPO et al. (2013), a participacdo em estudos de pesquisa clinica esta
relacionada predominantemente com algum tipo de beneficio pessoal (ganho financeiro e/ou
alternativa terapéutica), de forma que o altruismo néo € a principal razdo para a adesdo de um
voluntario a pesquisa clinica. Assim, pode-se concluir que no presente Ensaio Clinico Fase I, 0
gel contendo 5% de F2 administrado por via intravaginal durante 14 dias foi seguro e bem
tolerado, visto que ndo apresentou alteracGes significativas nos parametros sistémicos e locais
avaliados. Contudo, tais resultados ndo descartam possiveis eventos adversos da formulagéo,
especialmente reacOes de baixa frequéncia.

Considerando as evidéncias de seguranca obtidas nos Ensaios Clinicos Fase | associado
com as atividades in vitro e in vivo de F2, pode-se propor a realizacdo do Ensaio Clinico Fase
Il do gel vaginal contendo diferentes concentracdes de F2. Desta forma, pode-se avaliar a
atividade farmacoldgica de F2 em mulheres com candidiase vulvovaginal, visto que o
tratamento com o gel contendo 5% de F2 foi capaz de controlar eficientemente a infecgéo
vaginal causada por C. albicans e C. glabrata em modelo murino de candidiase vaginal
(FREITAS et al., 2018). Além disso, baseando-se na atividade citotoxica in vitro de F2 em
linhagens celulares de céncer cervical e na atividade antitumoral in vivo defendidas pelo
presente trabalho, pode-se considerar a possibilidade de F2 ser uma alternativa terapéutica para

o tratamento do cancer cervical.
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7 CONCLUSAO

A fracdo enriquecida em proantocianidinas de S. adstringens reduziu a viabilidade das
linhagens celulares de cancer cervical HeLa (HPV18-positivo), SiHa (HPV16-positivo) e C33A
(HPV-negativo) de forma tempo- e dose-dependentes. Além disso, o tratamento com F2 inibiu
a migracgdo celular nas trés linhagens celulares.

Nas linhagens celulares HelLa e SiHa, o tratamento com F2 (ICsp) induziu o estresse
oxidativo em razdo da intensa producdo de EROs e deplecdo nos niveis de tiois reduzidos. Além
disso, também induziu danos mitocondriais suficientes para desencadear a apoptose mediada
pela mitocondria, como despolarizagdo do potencial de membrana mitocondrial, redugdo nos
niveis de ATP intracelular e aumento na relacdo Bax/BCL-2, associado ao aumento na
expressao de caspase 9, caspase 3, e danos no DNA. Além destas alteracGes, na linhagem
celular C33A tratada com concentracdes referentes a 1Cso e 1Cgo, € nas células HelLa e SiHa
tratadas com a ICgo de F2 também houve aumento na lipoperoxidag&o e ruptura da membrana
celular, indicando um progresso para a apoptose tardia/necrose. A inibi¢do da producdo de
EROs pelo antioxidante sintético N-acetilcisteina suprimiu significativamente o estresse
oxidativo nas trés linhagens celulares.

A atividade antitumoral in vivo, avaliada por meio do modelo murino de tumor sélido
de Ehrlich, mostrou que F2 reduziu o volume e o peso dos tumores de forma significativa. Da
mesma forma que nos resultados encontrados in vitro, F2 aumentou significativamente a
lipoperoxidag¢&o no tumor, indicando que F2 também induziu estresse oxidativo no modelo
tumoral in vivo.

O Ensaio Clinico Fase | mostrou gue o gel vaginal contendo 5% de F2 administrado por
via intravaginal durante 14 dias foi seguro e bem tolerado, visto que ndo apresentou alteracdes
nos parametros sistémicos e locais avaliados.

Considerando os resultados de viabilidade em linhagens celulares de cancer cervical,
atividade antitumoral in vivo e seguranga em humanos, podemos concluir que a fragéo
enriquecida em proantocianidinas de S. adstringens pode ser um candidato em potencial para o

tratamento do cancer cervical.
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diversas enfermidades. Dentre as plantas medicinais comumente utilizadas, encontra-se o
Stryphonodendron adstringens (barbatimao), que apresenta alto teor de polifendis, com relatos de diversas
atividades como, atividade antimicrobiana e cicatrizante. Estudos anteriores mostraram que a fragéo aquosa
de S. adstringens (F2) apresenta atividade antifingica in vitro, principalmente em Candida albicans. Desta
forma, o presente trabalho objetiva realizar o ensaio clinico fase | e Il da fragdo F2 em mulheres saudaveis e
em mulheres com candidiase vulvovaginal, respectivamente. O ensaio clinico fase | e Il sera realizado em
mulheres atendidas na Clinica da Mulher do Municipio de Marialva e no Hospital Universitario Regional de
Maringa (HUM). Sera realizado um ensaio clinico randomizado duplo-cego em mulheres com candidiase
vulvovaginal, sendo que o tratamento sera realizado com o gel contendo extrato de S. adstringens pelo

periodo de 14 dias, conforme orientagdo médica.

Objetivo da Pesquisa:

Investigar por meio do ensaio clinico fase | a seguranga e perfil farmacocinético do gel contendo fragdo
aquosa de Stryphnodendron adstringens em mulheres saudaveis. Ja o ensaio clinico fase |l objetiva
estabelecer a seguranca em curto prazo do gel contendo fragdo aquosa de
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