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RESUMO

E crescente a demanda do uso de plantas da Amazdnia para o desenvolvimento de farmacos e
cosméticos. O género Eperua, pertencente a familia Fabaceae, € constituido por 14 espécies
distribuidas pela Amazonia Central. O 6leo-resina extraido do tronco das arvores deste género
tem sido utilizado na medicina popular de modo similar ao da copaiba, como cicatrizante,
antifangico e bactericida. Pouquissimos estudos foram realizados com o propdsito de testar
as atividades bioldgicas do oOleo-resina destas espécies. O presente trabalho objetivou
investigar os efeitos da fracdo acida do 6leo-resina de Eperua oleifera na proliferacéo celular
e producdo de coldgeno em fibroblastos humanos, inibicdo de metaloproteinases e
citotoxicidade contra linhagens celulares tumorais e ndo tumorais. Foram avaliados os efeitos
do 6leo na morfologia, proliferacdo e producdo de colageno em fibroblastos das linhagens
FPH e MRC-5. Foi avaliada a citotoxicidade da fracdo acida do Oleo-resina sobre seis
linhagens neoplésicas e trés linhagens ndo neoplésicas. Houve significativa citotoxicidade do
6leo contra todas as linhagens avaliadas, com valores de Clso entre (13 - 50 pg/mL). A
inducéo da producgdo de coldgeno em fibroblastos foi significativa nos tratamentos realizados
a partir de 2,5 pg/mL. Houve reducdo da proliferacdo celular nos tratamentos com o 6leo-
resina na concentracdo de 5 ug/mL. A avaliacdo do potencial hemolitico do éleo indicou
toxicidade em eritrocitos de camundongos suicos Mus musculus, com valor de Clso = 38,29
ug/mL. O teste do cometa indicou que o 6leo induziu genotoxicidade nas células MRC-5 com
indice de dano no DNA entre (40 — 60%) nas concentracdes de 7,5 - 30 ug/mL. Foi
observada acéo inibitoria do 6leo-resina na atividade de colagenases de forma concentracéo-
dependente, com Clso =46,64 ug/mL. Ensaios zimograficos da atividade de MMP-2 e MMP-9
de células HaCaT ndo indicaram importante inibicdo enzimatica quando avaliadas em baixas
concentracdes do 6leo-resina. Os resultados obtidos evidenciaram que a fracdo acida do 6leo-
resina de E. oleifera apresentou efeito citotdxico, genotéxico, hemolitico, e inibidor de
colagenases. Face ao exposto, nossos dados sugerem que E. oleifera pode vir a ser
considerada uma fonte de novos agentes quimioterapéuticos, por meio do isolamento dos

compostos ativos e, possivel diminuicdo dos efeitos toxicos indesejaveis.

Palavras chave: citotoxicidade, Eperua, metaloproteinases, colagenase



ABSTRACT

There is a growing demand of using plants from the Amazon to the development of drugs and
cosmetics. The Eperua genus belongs to the family Fabaceae and consists of 14 species
distributed from Central Amazonia. The oil-resin extracted from the trunk of Eperua has been
used in popular medicine similarly to the copaiba oil as healing, antibacterial and antifungal.
Very few studies have been conducted in order to test the biological activities of the oil-resin
of these species. This study aimed to investigate the effects of the acid fraction of E.oleifera
oil-resin on cell proliferation, collagen production in human fibroblasts, inhibition of
metalloproteinases and cytotoxicity against malignant cell lines. It was evaluated the effects
of the oil-resin on the morphology, proliferation and collagen production in fibroblast cells
MRC-5 and FPH. There was a reduction of cell proliferation of fibroblast cells treated with
the oil-resin at a concentration of 5 pg/mL. The induction of collagen production in
fibroblasts was significant in the treatments performed above 2.5 pug/mL relative to untreated
cells. Additionally, the cytotoxicity of the oil was evaluated on three lines and six neoplastic
and three non-neoplastic cell line. The results showed significant cytotoxicity against all lines,
with 1Cs values between (13 - 50 pg/mL). The evaluation of the hemolytic potential of the
oil-resin showed high toxicity in erythrocytes of Swiss mice Mus musculus, with 1Cso = 38.29
pug/mL. According to the comet assay, the acid fraction of E. oleifera oil-resin induced
genotoxicity in MRC-5 cells with DNA damage index between (40 - 60 %) when compared to
the negative controls (0-20%). Inhibitory action of the oil-resin was observed in the
concentration-dependent manner on collagenase activity, with 1Cso = 46.64 pg/mL. The
zymography assay testing the activity of MMP - 2 and MMP — 9 from HaCaT cells, showed
little significant enzymatic inhibition, because of its not viable treatment in high
concentrations. Results showed that the acid fraction of E. oleifera oil-resin showed cytotoxic,
genotoxic and hemolytic effects, and collagenase inhibition. Taken together, our data suggests
that E. oleifera could be considered as a source of new therapeutic drug, by isolating the
active compounds and possibly decreasing the undesirable toxic side effects.

Key words: cytotoxicity, Eperua, metalloproteinases, collagenase
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1. INTRODUCAO

A busca por novos compostos a partir de espécies de plantas tem crescido
exponencialmente. O uso de plantas na medicina popular é bastante difundido h& milénios.
No entanto, tem-se a necessidade de pesquisas aprofundadas da sua real efetividade, estudos
farmacodindmicos e toxicoldgicos para comprovacdo de sua eficécia e seguranca (MILLER,

2011; VIEGAS; BOLZANI, 2006; CALIXTO).

Grandes investimentos tém sido feitos na pesquisa cientifica na tentativa de se
descobrir e obter produtos naturais biologicamente ativos. No Brasil, a utilizacdo de plantas
da flora nativa para fins terapéuticos ou de cosméticos, sdo na maioria das vezes realizadas
com pouca ou nenhuma comprovacao das suas propriedades biologicas. Nos paises da Europa
ou nos Estados Unidos existe uma maior rigidez por parte das agéncias reguladoras, no
controle, registro e comercializacdo de produtos a partir de plantas medicinais (NEWMAN;

GRAGG, 2007; VEIGA-JUNIOR et al., 2005; KINGHORN; BALUNAS, 2005).

Produtos naturais e seus derivados representam mais do que 50% de todos os farmacos
em uso clinico em todo o mundo hoje. Nos Gltimos 40 anos, diversos farmacos foram
extraidos de espécies de plantas (DEEPIKA-GUPTA et al., 2008; CRAGG e NEWMAN,
2005). Essa tendéncia para o uso de produtos naturais com finalidade terapéutica é muitas
vezes por apresentarem eficacia com efeitos nocivos menores a saude (CALIXTO, 2005).
Com o avanco da tecnologia, novas formas de analise de substancias quimicas tornaram-se
acessiveis, permitindo a identificacdo e analise de um maior nimero de compostos extraidos
das espécies vegetais (SHARMA; SARKAR, 2013; MILLER, 2011; AUGUSTO et al., 2003;

ROBBERS et al., 1996).
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Novas descobertas de substancias em potencial, seja de origem natural ou sintética,
possibilitam alternativas para a terapéutica de diversas doencas. Produtos naturais que
possam, por exemplo, ser fonte para o desenvolvimento de farmacos no tratamento do cancer,
de forma a aumentar a sobrevida de pacientes (CAO et al., 2014; SIVEEN; KUTTAN, 2013;

NEWMAN; CRAGG, 2007; VIEGAS; BOLZANI, 2006; RUBINSTEIN et al., 1990).

Um dos alvos terapéuticos para impedir a progressdo do cancer no organismo, € a
inibicdo das metaloproteinases da matriz (MMPs). Alguns compostos de produtos naturais
atuam como inibidores de invasdo tecidual pelas células tumorais. A aplicacdo farmacéutica
desses inibidores abrange principalmente processos de metastases, e outros, como fibrose,
artrite reumatoide, reparacdo tecidual, que envolvem a degradacdo da matriz extracelular
(CAO et al., 2014; HONG et al., 2013; OMANAKUTTAN et al., 2012; PHILIPS et al., 2009;

COUSSENS et al., 2002).

Outras aplicacBes, como a utilizacdo de substancias naturais que reduzam ou previnam
os danos causados pelo envelhecimento celular intrinseco e extrinseco, e outras desordens da
pele, tem ganhado atencdo nos dltimos anos para o desenvolvimento de formulagbes
dermatolégicas (KISHIMOTO et al., 2013; BRIGANTI et al., 2013; PHILIPS et al., 2009;
THRING et al., 2009; BAE et al., 2008; STUPP et al., 2008; KIM et al., 2006; MACIEL et

al., 2002; NISHIMORI et al., 2001).

Espécies de plantas do género Eperua sdao encontradas na Amazonia Central, 14 delas
ja descritas na literatura, estdo distribuidas na regido norte, nas areas da cidade de Manaus,
outras areas do Amazonas, sul do Equador, Guianas, e Venezuela. As arvores do género
Eperua sdo conhecidas por terem propriedades semelhantes ao do género Copaifera. Sao
especies que produzem um oOleo-resina utilizado para fins terapéuticos na medicina popular.

Alguns dos Oleos-resinas de Eperua possuem nomes parecidos com o das espécies de
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Copaifera, como Eperua oleifera e Eperua purpurea, conhecidas como “copaiba-jacaré” e
“copaibarana”, respectivamente (FLORA BRASIL, 2013; VEIGA JUNIOR e LEANDRO,

2012).

Algumas das indica¢des para o uso do 6leo de espécies de Eperua, principalmente
Eperua falcata, sdo empregadas na medicina popular para tratamento de Ulcera, diarréia,
cicatrizacdo de feridas, antiflngico, bactericida e analgésico dental (HENRY et al., 2007; DE
FILIPPS et al., 2004; VEIGA JUNIOR e PINTO, 2002). Porém, sdo poucos os trabalhos
publicados de comprovacdo cientifica das possiveis atividades biolégicas de espécies do

género Eperua.

Vislumbrando o potencial farmacoldgico do dleo-resina de Eperua e reconhecendo a
importancia do mesmo por sua similaridade ao conhecido Oleo-resina de espécies da
Copaifera sp, foram iniciados alguns estudos das atividades bioldgicas da espécie E. oleifera.
De forma preliminar, os resultados que obtivemos com o O&leo-resina apresentaram-se
promissores quanto a inibicdo de metaloproteinases e proliferacdo celular. Essas descobertas
motivaram a elaboracdo do presente projeto, no intuito de conduzir a um maior conhecimento

das atividades bioldgicas desta espécie ainda ndo estudada.

Tentando correlacionar os resultados experimentais iniciais e a atividade bioldgica do
6leo-resina de E. oleifera, foram realizados ensaios in vitro utilizando modelo celular com
fibroblastos e queratindcitos, e também células tumorais. Trata-se, portanto de um estudo
inédito sobre algumas atividades bioldgicas desta espécie, com metodologias aplicadas para
avaliar a citotoxicidade e influéncia do oOleo-resina de E. oleifera na viabilidade celular de
linhagens normais e tumorais, na proliferacdo celular e producdo de coldgeno em fibroblastos

humanos e inibicdo das MMPs, para potencial uso em produtos farmacéuticos e cosméticos.
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REVISAO DA LITERATURA
2.1. Produtos naturais

E crescente o0 interesse na descoberta de produtos naturais direcionados a farmacos
efetivos na terapéutica de diversas doencas (ROBINSON e ZHANG, 2011). O Brasil possui
uma impressionante biodiversidade de plantas onde grande parte dela permanece
desconhecida quanto ao seu potencial farmacoldgico (FERREIRA, 2010; COSTA-LOTUFO
et al.,, 2010). O estudo aplicado de ativos isolados de plantas tem como alvo o
desenvolvimento de novas substancias e produtos farmacéuticos para o tratamento de
doencas. A analise da atividade e a seletividade de drogas sdo feitas através da identificacédo e
triagem de compostos em potencial, utilizando diversos ensaios bioldgicos in vitro e in vivo.
Esses estudos sdo necessarios para validar cientificamente espécies ja descritas ha medicina

popular (FERREIRA, 2010; VEIGA; PINTO, 2002).

A compreensdo da flora amazobnica passa pela organizacdo e acessibilidade das
informagdes ja adquiridas a partir de milhares de coletas botanicas e armazenadas nos
herbarios brasileiros e do exterior. As florestas tropicais além de apresentarem elevada
riqueza especifica, possuem espécies com alto endemismo e raridade (FLORA BRASIL,
2013). Portanto, faz-se necessario muito esforco para descobrir, nomear, caracterizar

guimicamente, e conhecer a biologia de grande parte das espécies (THOMPSON, 2010).

E comum a utilizagio de produtos naturais pela populacdo de forma despreocupada
qguanto aos seus efeitos colaterais. Entretanto, vale ressaltar a possibilidade de os mesmos
possuirem moléculas ativas que apresentem eficacia terapéutica, mas também inimeros

efeitos adversos, representando um sério problema de saide publica (FERREIRA, 2010).
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2.2.  Produtos naturais para uso em cosmeticos

O uso de plantas com finalidade dermatoldgica e ndo apenas cosmética € uma prética
antiga e passada de geracdo apds geracdo. Plantas que contenham bioativos com potencial
para o tratamento da pele tem sido um foco de interesse de varias pesquisas cientificas ao
longo dos anos (KIM et al., 2014; PARK et al., 2013; LIM et al., 2013; HWANG et al., 2011;
LIM, 2006; ANDREASSI, 2004; VAYALIL et al., 2004; KANG, 2003; WEI, 2001; DITRE,
1996). Dentre as possiveis aplicacdes dessas substancias naturais, estdo 0s processos de
cicatrizacdo de feridas, tratamento de doencas da pele, protecdo contra radiacdo UV,
rejuvenescimento e simplesmente o cuidado e embelezamento da pele humana (BAGATIN,
2008; VIEGAS e BOLZANI, 2006).

Grande parte das pesquisas voltadas para o desenvolvimento de produtos
dermatoldgicos e cosméticos tem estudado substéncias obtidas de plantas. Substéncias, que
apresentem possiveis atividades antioxidantes, efeitos protetores contra raios UVA/UVB,
inibicdo da atividade de MMPs, indutores da sintese de colageno e proliferacdo celular para
reparacao tecidual (HONG et al.,, 2013; KIM, et al., 2012; THRING et al.,, 2009;
BAUMANN, 2007; ASLAM et al., 2006; BARRANTES, 2003; REYNOLDS, T.; DWECK,

1999; DUKE, 1990).

Alguns trabalhos tém avancado na pesquisa de ativos naturais para desvendar os
mecanismos de acdo envolvidos na sintese de coladgeno. Hong et al (2013) num estudo com
raizes de Astragalus membranaceus, demonstrou que o extrato inibia o fator nuclear kappa-

(NF-xp), considerado um mecanismo promissor pois promoveria o0 aumento da sintese de pro-
colageno tipo I, podendo ser empregado na terapia do fotoenvelhecimento e de inflamacdes

da pele.
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Em estudo realizado por Briganti et al (2013), foi demonstrado que o acido azelaico
promoveu 0 aumento da sintese de pro-colageno tipo | e a expresséo de fatores de crescimento
em fibroblastos dérmicos irradiados por UV. Os resultados deste estudo sugeriram uma

possivel implicacdo na ativacdo do Receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama

(PPARY), um receptor de ntcleo envolvido no envelhecimento celular.

Kim et al (2012), realizaram um estudo do efeito do composto chito-oligossacarideo
sobre a expressdo de colageno e foto-envelhecimento, onde foi demonstrado um aumento da
expressao e sintese de colageno via inibicdo do fator de transcricdo AP-1, e inibicdo da
expressao de MMP-2 e MMP-9. Os resultados sugeriram que 0 composto poderia ser usado
no desenvolvimento de produtos cosméticos especificos para prevencdo e tratamento do foto-

envelhecimento.

Hoi-Hin et al (2012) realizaram um estudo no qual foi demonstrado que Ginsenosidio-

Rb1, ativo isolado de Panax ginseng, induziu a expressao de colageno tipo | através da

ativacdo de PPARY. Philips et al (2009) realizaram um estudo dos efeitos do extrato de

Polypodium leucotomos sobre a regulacdo de MMP, sintese de colageno e de TGF-B em

fibroblastos dérmicos irradiados por UV. Os resultados demonstraram que o extrato
promoveu um aumento da expressao e sintese de colageno tipo I, 1l e V, além de inibir a

atividade das MMPs, bem como sua expressao proteica.

Esses achados na literatura demonstraram que substancias naturais poderiam ser
utilizadas no controle do metabolismo do coldgeno, aumentando sua sintese e expressao em
fibroblastos. Contudo, mais estudos sdo necessarios na investigacdo dos efeitos dessas
substancias nos processos de reparacéo tecidual e protecdo da pele, principalmente em termos

de mecanismos moleculares.
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2.3.  Produtos naturais no processo de reparacao tecidual

A reparacéo de tecidos danificados pode ser dividida em dois processos: Regeneracédo
e cicatrizacdo (Figura 1), este primeiro inicia-se na fase inflamatoria e resulta na restituicdo
dos tecidos perdidos, onde hd um crescimento do mesmo tipo celular para a substituicdo da
estrutura danificada. No processo de cicatrizacdo, em situacdes de graves alteracdes e danos
teciduais, ocorre substituicdo por um tecido conjuntivo proprio, que é a cicatriz

(MANDELBAUM et al., 2003).

A estrutura da matriz extracelular (MEC) é essencial a cicatrizacdo da ferida, pois
promove a migracdo celular e contém os componentes essenciais para a reparacao do tecido.
E constituida por proteinas estruturais fibrosas, como o colageno e a elastina, as
glicoproteinas adesivas, fibronectina e laminina, as glicosaminoglicanas e proteoglicanas
(ALBERTS, 2009; BORNSTEIN; SAGE, 2002). A cicatrizacdo é, geralmente, uma resposta
tecidual a ferimentos, processos inflamatorios e necroses. Durante a cicatrizacdo ha um
aumento do namero de fibroblastos ativados no local, havendo uma maior producdo de
coladgeno (HILLING, 2011; VIEIRA, 2006; BALBINO et al., 2005; OBAGI, 2004; STITES,

1992).

Fase inflamatoria

Figura 1 - Processo de reparacao tecidual

Na (Tabela 1) estdo relacionadas algumas espécies de plantas utilizadas na medicina
popular como cicatrizantes, com efeitos redutores das lesdes inflamatdrias do tecido,

melhorando a irrigacéo sanguinea, e diminuindo o edema.
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Tabela 1 - Alguns produtos naturais utilizados no processo de cicatrizacdo

Espécies Vegetais Referéncia

Aloe vera CASTRO et al., 2007
Aloe arborescens (Babosa)
Calendula officinalis L. (caléndula)

Copaifera langsdorfii (copaiba) MARTINS, 2005; SILVA, 2010
Jatropha multifida L. (flor-de-sangue)

Leonurus sibiricus L. (erva-macaé)

Petiveria alliacea L. (Guiné/pipi) LIMA et al., 2007
Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. (Arnica)

Sedum dendroideum (Balsamo/balsamo-aleméo)

Symphytum officinale L. (Confrei)

LIMA et al., 2007

2.4.  Produtos naturais inibidores de metaloproteinases

Vérios produtos naturais tém sido testados quanto a sua eficécia inibitdria da atividade
e expressao de MMPs (Tabela 2). A inibicdo de MMPs pode ser considerada uma importante
alternativa para o desenvolvimento de farmacos antitumorais, inibidores de metéstase,
inibidores da degradacdo do colageno e na reparacdo tecidual (KIM et al., 2012; THRING et

al., 2009; SEO et al., 2006; JENKINS, 2002; SAZUKA et al., 1997).

Sdo descritas substancias naturais isoladas ou extratos de plantas constituidos de
catequinas, flavondides e carotendides. Algumas dessas substancias sdo inibidores naturais de
MMPs, e sua utilizacdo visa diminuir a progressiva degradacdo da MEC, causada pelo
aumento da atividade das MMPs, decorrente da exposicdo a radiacdo UV (MA et al., 2014;
KIM, et al., 2014; PAGE-MCCAW et al., 2007; NISHIGORI et al., 2003; INOMATA et al.,

2003; FREI; HIGDON, 2003; LEE et al., 1999).
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Produtos Naturais

Efeitos e possiveis

Alvo terapéutico

Referéncias

mecanismos
Tratamento da pele
Quercetina Inibicdo da atividade de Antitumoral, VIJAYABABU et
*Flavonoide MMP-2 e MMP-9 Fotoprotegé&o. al., 2006

Epigallocatequina gallate
(EGCQG)
*catequina do cha verde

Inibicdo da ativagdo de MMP-
1, MMP-8 e MMP-13 e da
degradacdo do colageno em

Tratamento da pele
fotoenvelhecimento

BAE et al., 2007

fibroblastos dérmicos
irradiados por UV-B.
Polypodium leucotomos Inibicdo de MMPs; Metastase, PHILIPS et al.,
*Polifendis Estimulacdo de TIMP e TGF-B  Inflamacéo, 2009
Antioxidante, Anti- Fotoenvelhecimento
inflamatorio.
Aloe vera
Annona muricata Inibicdo de MMPs Inibicdo de metastase  RIBEIRO et al.,
Camellia sinensis 2010
Anacardium occidentale Inibico da atividade de Cicatrizacdo de OMANAKUTTAN
(Acido Anacérdico) MMP-2 e MMP-9 feridas etal., 2012
Anisomeles indica Inibicdo de MMP-9 via Inibic&o de LIAO, et al., 2012

*Flavondides e diterpenos

sinalizagcdo NF-kf/AP-1

proliferacdo tumoral -

metastase
Prevencdo de doengas
Licopeno Inibicdo da expressdo de cardiovasculares, PALOZZA etal.,
*Carotenoide MMP-9 cancer e inflamagdo. 2012
Reducéo da producdo de MMP  Inflamacéo da pele,
Acido azelaico e de ERO, via ativagdo do Antienvelhecimento, BRIGANTI etal.,
receptor de nticleo PPARy. 1 Fotoprotecdo 2013

sintese de pro-colageno e
fatores de crescimento.

Astragalus membranaceus

Inibicdo da ativacdo de NF-«f
e sintese de MMP-1;

Aumento dos niveis de
colageno tipo | em fibrolgastos
dérmicos irradiados por UV-B

Tratamento da pele
Fotoenvelhecimento

HONG et al., 2013

Inibicdo de metastase

Rheum Palmatum L Inibicdo de MMP-2 e MMP-9  tumoral em célulasde MA et al., 2014
cancer do colo.
Nobiletina Supressdo da expressdo de Tratamento da pele KIM et al., 2014

Citrus unshiu

MMP-9

Antienvelhecimento

Héa grande interesse em se descobrir os mecanismos de agdo dos extratos vegetais com

acdo inibitoria da atividade de MMPs que atuem em processos patologicos (YAN; BOYD,

2007; CHAKRABORTI et al., 2003).
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2.5.  Céancer e 0s quimioterapicos naturais

No desenvolvimento da carcinogénese, ocorre um crescimento desordenado de células
em consequéncia de alteragcdes genéticas que podem ser produzidas por diversos mecanismos,
como a inativacao de genes supressores de tumor, ativacdo de oncogenes, inativagao de genes
responsaveis pela apoptose e mutagdes produzidas por agentes quimicos, fisicos e bioldgicos
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; SIEBER; HEINIMANN; TOMLINSON, 2003). As
células cancerosas tendem a invadir tecidos e 6rgdos, podendo espalhar-se (metastase) para
outras regides do corpo. Caracterizam-se por proliferarem-se desordenadamente, evoluindo
para a formacdo de tumores até o estadgio de malignidade (SIEGEL et al., 2012; DEVLIN,

2007; BLAGOSKLONNY, 2005).

No Brasil, as estimativas para ocorréncia de novos casos de cancer em 2014
ultrapassam um total de 570.000. Dados que refor¢cam a gravidade e a amplitude do problema
de cancer no pais. Os tipos de neoplasias malignas mais incidentes serdo de prostata, traquéia,
brénquio e pulméo, cblon e reto, e estbmago para o sexo masculino e 0s canceres de mama,

cdlon e reto, colo do Utero e pulm&o para o sexo feminino (INCA, 2014).

Muitas espécies de plantas medicinais sdo usadas em terapias alternativas contra os
varios tipos de cancer (NEWMAN; CRAGG, 2007; PINTO et al., 2002). Notéveis
quimioterdpicos como Vincristina, Vimblastina, Etoposideo, Tenoposideo e Taxol foram
desenvolvidos a partir de produtos naturais para o tratamento do céncer (VIEGAS e
BOLZANI, 2006). A busca por novos agentes antitumorais é necessaria no intuito de obter

maior eficacia do tratamento e menor efeito citotoxico em tecidos normais (MILLER, 2011).

Alguns compostos com significativa atividade bioloégica podem apresentar
caracteristicas indesejaveis, como toxicidade. A modificacdo estrutural de substéncias tem

sido uma alternativa na descoberta de novos farmacos. A estrutura dessas substancias pode ser
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modificada visando aumentar a atividade desejada e minimizar ou eliminar as propriedades

indesejaveis (VIEGAS e BOLZANI, 2006; SILVERMAN, 1992).

2.6.  Proliferagdo e envelhecimento celular

Estudos direcionados ao mecanismo de inducdo da proliferacdo celular nos tecidos
cutaneos tém importante aplicabilidade e beneficios, como para tratamentos de regeneracéo
tecidual e desenvolvimento de cosméticos (MEHTA e FITZPATRICK, 2007). Os danos
celulares causados por radicais livres, exposi¢do a radiacdo ultravioleta sobre a pele, alteram a
producdo e organizacdo das fibras colagenas na derme. Os fibroblastos produzem a maior
parte das células constituintes da matriz, principalmente o colageno, fundamental na
regeneracdo dos tecidos, o que torna relevante o estudo do estimulo da proliferacdo celular
fibroblastica sob a acdo de fatores enddgenos e de compostos naturais que reproduzam o

mesmo efeito (BORNSTEIN et al., 2002).

A pele é o 6rgdo de revestimento do corpo humano que o protege do meio exterior,
compreendendo funcbes vitais a sobrevivéncia do organismo, como: termorregulacéo,
imunidade, percepcao e secrecdo. Possui espessura varidvel, dependendo da regido do corpo,
sendo composta por trés camadas principais: epiderme (mais superficial), derme, e

hipoderme, mais profunda (AZULAY, 2006).

As interacOes entre as camadas da pele convergem para a perfeita homeostasia dos
tecidos. A habilidade que as células possuem em reconhecer e responder ao seu ambiente
envolvente é a base do desenvolvimento, da reparagdo tecidual, da imunidade e de outras
fungdes importantes para o seu equilibrio (ALBERTS, 2009). A MEC, sendo substancia
fundamental do tecido conjuntivo, exerce fun¢es que v@o além de promover a estabilidade
estrutural dos tecidos, de forma a regular o comportamento das células com as quais esta em

contato direta e indiretamente, influenciando a sobrevida, migragéo e proliferacdo (COTRAN;


http://pt.wikipedia.org/wiki/Homeostasia
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KUMAR; COLLINS, 2000). No tecido conjuntivo, as macromoléculas que constituem a
MEC sdo produzidas localmente principalmente por células denominadas fibroblastos
(ALBERTS, 2009;).

Os fibroblastos dérmicos sdo conhecidos por apresentarem numerosas funces na
sintese e deposicdo de componentes da matriz extracelular, principalmente de colageno. Séo
integrantes de processos importantes como o de reparacdo de tecidos e desempenham
importante papel na proliferacdo e migracdo celular (FRESHNEY, 2005). Sdo consideradas
células versateis, por terem capacidade de se diferenciarem em linhagens celulares
adipogénicas e osteogénicas. Sdo células responsaveis pela producédo e secrecdo das fibras de
colageno e elastina, assim como dos glicosaminoglicanos que fazem parte da MEC. Com o
avanco da idade o numero de fibroblastos diminui e se tornam menos produtivos, resultando
na perda de volume da MEC devido ao decréscimo do namero de fibras, macromoléculas, e

consequente perda de elasticidade do tecido (GRINNELL, 2003; NOLTE et al., 2008).

No processo de envelhecimento cutaneo, diversos fatores intrinsecos e extrinsecos
contribuem para uma diminuicdo da producdo de fibroblastos e de colageno. O
envelhecimento intrinseco € devido a variagdes genéticas do individuo e cronologicamente
ocorre uma diminuicdo na sintese de células como fibroblastos, queratindcitos, melandcitos,
dentre outros (FISHER, 2002). Esse decréscimo na producdo celular enfraquece a estrutura
dos tecidos da pele, promovendo o seu ressecamento, a diminuicdo da elasticidade e
capacidade de cicatrizacdo de feridas. J& o envelhecimento extrinseco é influenciado por
fatores externos, como exposi¢do a radiacOes solares, habitos de fumar, consumo excessivo de
alcool, e falta de nutrientes na dieta. Neste, ocorre uma fragmentacéao das fibras de colageno e
de elastina, dentre outros componentes celulares da MEC, assim como uma desorganizacao da

estrutura da matriz (YAMAMOTO et al., 2006; WEST, 1994).
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Segundo Varani et al (2006), a fragmentacdo das fibras coladgenas e a redugdo do
colageno total, caracterizam o envelhecimento cronoldgico da pele. Por outro lado, ocorre um
aumento da atividade e expressdo de MMPs e da degradacdo do coladgeno existente. No
envelhecimento extrinseco, um dos principais fatores que provocam danos a pele é a
exposicao a radiacdo UV, afetando de tal maneira a induzir 0 aumento da expressao proteica

das MMPs (PHILIPS et al., 2009; NISHIMORI et al., 2001).

A radiagdo ultravioleta (UV) penetra a pele e interage com as diferentes células nas
diferentes camadas. A radia¢do de ondas curtas (UVB: 290-320 nm) afeta principalmente a
epiderme onde estdo os queratindcitos, enquanto que as ondas mais longas (UVA: 320-400
nm) penetram mais profundamente atingindo a derme e os fibroblastos (FISHER et al., 2002;
SAKAI et al., 2008). Na figura 2, 0o esquema representa a constante exposicdo da pele a
radiacdo UV que induz a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) no organismo,

dando inicio ao estresse oxidativo. A ativacdo de receptores para fatores de crescimento e

citocinas pré-inflamatorias tais como, TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, induz a transcricdo do fator

nuclear kappa-B (NF-k B), e da proteina ativadora 1 (AP-1), moduladores do aumento da

expressao de (MMP-2 e MMP-9). A AP-1 também inibe a expressdo do RNAm para o pro-

colageno tipo 1, nos fibroblastos a (HONG et al., 2013).
uv

£ N

NF-kfB, AP-1 ERO

4

MMP

4

J/ Pré-colageno tipo

Figura 2 - Diagrama esquematico da radiacdo UVB sobre 0 aumento da producdo e expressdo
de MMPs estimulada pelo fator NF-k e a diminuicdo do pré-colageno |.
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O termo colageno ha muito tem sido associado a produtos cosméticos para prevencao

e tratamento dos sinais de envelhecimento da pele, como creme anti-rugas e também produtos

cicatrizantes (VARANI et al., 2006). Trata-se, portanto de uma familia de proteinas,

abundante nos mamiferos e que constitui cerca de 30% de sua massa proteica total (Tabela 3).

O colageno pode ser considerado o principal componente da pele e dos 0ssos, sd@o proteinas

estruturais que proporcionam sustentacédo e firmeza a pele (BLUM; RUGGIERO, 2005).

O colageno apresenta uma estrutura terciaria e quaternaria, bastante enovelada,

formada por trés polipeptideos, denominados cadeia a. O entrelagamento dessas cadeias

forma uma hélice singular, diferente da a-hélice, com um superenovelamento orientado para a

esquerda. Quantitativamente, os aminoacidos presentes na molécula de coldgeno sdo

aproximadamente de 35% de glicina, 11% alanina e 21% de Prolina e Hidroxiprolina

(LEHNINGER, 2006).

Tabela 3 - Diferentes tipos de colagenos e localizacéo nas camadas da pele*

Tipos de colageno Cadeias Sintese/ Localizacao

I a0z Fibroblastos/Derme

i a Fibroblastos/Derme

v 1020304 05 Células epiteliais/Membrana basal

Vv 010203 Fibroblastos/Derme

VI a10203 Derme

Vil a Células epidérmicas/Juncao dermo-epidermal
VIl 1z Membrana basal associada a colagenos
X1 a Coléagenos de membrana

XV a Membrana basal associada a colagenos
XVII a Colagenos de membrana

XXI Colagenos de membrana

! Adaptado de (BLUM; RUGGIERO, 2005).
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2.6.2. A degradacdo do colageno pelas Metaloproteinases

As MMPs sdo um grupo de enzimas (endopeptidases) envolvidas na degradacdo dos
componentes da matriz extracelular e da membrana basal. Desempenham funcdo importante
em condicgdes fisiolégicas como na morfogénese, diferenciacdo celular, remodelamento de
tecidos, e ainda em condigdes patolégicas, como na inflamacdo, artrite, doencas

cardiovasculares, pulmonares, e invasdo tumoral (VISSE e NAGASE, 2003).

As MMPs sdo denominadas metal-dependentes por conterem ions Zn2* no sitio de
acao catalitica e requererem ions Ca?* para sua estabilidade e atividade. S8o varios 0s tipos
celulares que produzem as MMPs, principalmente os leucécitos, queratindcitos, fibroblastos e
celulas mensenquimais. Inicialmente as MMPs séo secretadas na forma de pré-enzimas
inativas (zimogenos), denominadas pro-MMPs, sendo ativadas a partir da clivagem de seus
pré-peptideos, pela quebra da ligacdo de cisteina Zn2*, bloqueadora do local ativo (PAGE-

MCCAW, 2007).

Tabela 4 - Principais MMPs e seus substratos especificos*

Massa
Enzima Tipo  molecular(kDa) Substratos
Colagenase MMP-1 55/45 Colageno I/1I/II/VIITX
Gelatina, Elastina, Colageno I/IV/VIVII/XIXI,
Gelatinase MMP-2 72/66 Fibronectina, Laminina
Proteoglicanos, Laminina, Gelatina, Colageno
Estromelisina MMP-3 57/45 HI/IVIVIEXIXI X
Proteoglicanos, Laminina, Gelatina, Colageno
Matrisilina MMP-7 28/19 HI/IVIVIIEXIXIX
Colagenase MMP-8 75/58 Colageno I/1I/1IIVII/X, Gelatina
Gelatina, Elastina, Fibronectina, Colageno
Gelatinase MMP-9 92/86 VIVIVIVITXIXI
Colagenase =~ MMP-13 60/48 Colageno I/1I/11I/IVII/X, Gelatina

"Adaptado de (McCAWLEY e MATRISIAN, 2000)

O balanco entre producdo e atividade das MMPs com seus inibidores teciduais de

metaloproteinases (TIMP) ocorre de forma enddgena para manter a integridade tecidual. A
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atividade exacerbada das MMPs ocasionada por diversos fatores pode induzir uma destruicédo
desordenada dos tecidos, por isso tém-se a necessidade de manter sob controle a regulacao da
atividade dessas enzimas desintegradoras de matriz (BAKER et al., 2002; NAGASE; VISSE;

MURPHY, 2008).

Diversas patologias estdo associadas a alteracdes da homeostasia entre as MMPs e
TIMPs, pelo fato de esse desequilibrio promover uma degradagdo ndo controlada da MEC.
Dentre as doencas relacionadas com esta disfuncdo sdo descritas, artrite, doencas
cardiovasculares, neurolégicas, fibroses, varios tipos de cancer, onde a progressao € devido a
degradagdo da matriz favorecer a invasdo e metastase (CLARK et al., 2008;

STAMENKOVIC, 2000; NAGASE; WOESSNER, 1999).

2.7.  Estudos in vitro em linhagens celulares

Dentre as formas de estudos de avaliagdo de compostos naturais, os métodos in vitro
apresentam uma série de vantagens, tais como: Permite o uso de células de origem humana,
tém baixo custo, sdo reprodutiveis, oferece maior nimero de varidveis experimentais,
possibilita a interpretacéo e elucidacdo de mecanismos celulares e moleculares (HELGASON

e MILLER, 2005).

Com a implementacdo das Comissbes de Etica de Uso de Animais em Pesquisa
(CEUA), os testes in vivo, em alguns casos, tornaram-se dispensaveis, sendo a cultura de
células o principal modelo alternativo para a substituicdo dos animais em experimentos de
pesquisa (BRASIL, MINISTERIO DA CIENCIA, 2012; MORAES et al., 2007). No processo
de descoberta de novos farmacos, a cultura de células fornece uma importante ferramenta para

0 estudo da citotoxicidade definindo o potencial de morte celular e as alteracfes morfolégicas
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causadas pela substancia em teste (PERES, 2005; CAZARIN et al., 2004; MELO et al.,

2001).

Os testes de citotoxicidade permitem a avaliacdo in vitro dos compostos naturais e
seus efeitos nas células em cultivo, observando os pardmetros de crescimento, diferenciacgéo,
porcentagem de morte celular e concentragdo do produto que iniba 50% do crescimento
celular (Clsp). Nesses ensaios, varias linhagens celulares podem ser utilizadas e, no intuito de
avaliar o indice de seletividade (IS) do farmaco para linhagens neoplésicas, utilizam-se
também linhagens de células normais. Sdo métodos considerados importantes para a avaliacéo
da citotoxicidade, pois somados a outros critérios de toxicidade podem respaldar a avaliacdo
de seguranca do uso de determinada espécie vegetal (OLIVEIRA et al., 2009; HOUGHTON

et al., 2007).

A avaliacdo do potencial hemolitico € um dos modelos experimentais utilizados para o
estudo da toxicidade in vitro. Neste, é possivel analisar os danos eritrocitarios causados por
determinada substancia em teste. A membrana eritrocitica é uma estrutura delicada que ao ser
exposta a determinados compostos pode ser irreversivelmente danificada, sofrer lise,
liberando hemoglobina ao meio extracelular (BAIN, 2007). O teste de hemdlise in vitro é
utilizado para triagem de substancias estimando a toxicidade e o dano que poderiam induzir in
vivo, no organismo humano (OLIVEIRA et al., 2009; APARICIO, 2005; AKI e

YAMAMOTO, 1991).
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2.8.  Aspectos sobre o género Eperua

A nomenclatura do género Eperua foi descrita pela primeira vez em 1775 no trabalho
intitulado Histoire des plantes de la Guiane francaise. A partir deste trabalho, diversos
pesquisadores descobriram novas espécies, durante expedi¢cdes ao longo da América do Sul.
Richard S. Cowan, pesquisador do departamento de botanica de Washington, publicou em
1975, um dos conhecidos compéndios relacionados ao género, denominado “4 monograph of
the Genus Eperua”. Neste trabalho foram descritos aspectos morfoldgicos, anatdmicos,
ecologicos, fenoldgicos e geogréaficos de cerca de 14 espécies do género Eperua. Desde entdo,

varios autores descreveram espécies encontradas no Brasil, principalmente na Amazonia.

Distribuicdo Geografica Espécie

Norte (Para, Amazonas, Roraima, Amapa) «E bijuga
Género o E. duckean
*Eperua Aubl. *E. falcata

Familia o £. glabriflora

eFabaceae oF. g.]randiﬂ.ora

Grupo o E. jenmani

o E. leucantha

o E. oleifera

o E. praesagata

o F. purpurea

o E. rubiginosa

o E. schomburgkiana

eAngiospermas
Reino

*Plantae

Figura 3 - A hierarquia taxondmica (FLORA BRASIL, 2013), de espécies descritas no Brasil

Ducke, pioneiro no estudo de espécies leguminosas no Brasil, em 1940 descreveu duas
espécies em cultivo no Jardim Botanico do Rio de Janeiro: E. oleifera, conhecida como
“copaiba-jacaré”, E. bijuga, e E. purpurea, nome popular “copaibarana”. Em seu trabalho,
ele cita outro nome popular frequentemente usado na Amazdnia, “muirapiranga” para

algumas espécies do género. As espécies do género Eperua sdo conhecidas de forma similar
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as da Copaifera, devido a producdo de um o6leo resinoso extraido de seu caule (VEIGA-

JUNIOR e PINTO, 2002; DUCKE, 1940).

Segundo Veiga-Junior (2002), algumas espécies do género Eperua produzem o6leos
mais resinosos e de coloracdo diferente, esverdeados, um pouco diferente dos produzidos por
algumas espécies de Copaifera, que inclusive pertencem a mesma familia e subfamilia do
género Eperua. As espécies de Eperua apresentam habito arboreo, sendo arvores de grande
porte, com excecdo de algumas espécies como Eperua oleifera var. campestris que s&o

bastante pequenas (DUCKE,1939; COWAN, 1975).

O uso terapéutico de espécies de Eperua foi popularmente difundido entre povos da
Amazonia e da Guiana, como descrito no trabalho intitulado “Pharmacopées traditionelles em
Guyane: Créoles, Palikur, Wayapi” (GRENAND et al., 1987). Neste, sdo apresentadas
algumas propriedades medicinais das espécies de Eperua, principalmente E. falcata, tais
como, o uso do O6leo-resina na cicatrizacdo de feridas, no tratamento de Ulceras, como
antifangico, antibactericida, a decoccdo das folhas para tratar disenterias, como analgésico

dental, e antirreuméatico (GRENAND et al., 1987, GOURNELES et al., 1986).

Veiga-Junior e Leandro (2008) publicaram um estudo fitoquimico e sobre a atividade
antioxidante das cascas de Eperua glabriflora e Eperua duckeana. Neste trabalho, os autores
descreveram algumas caracteristicas, dos 6leos extraidos de outras espécies, tais como, E.
oleifera, E. purpurea e E. falcata, que sdo utilizados na medicina popular para fins medicinais
semelhantes ao da copaiba, como cicatrizante, antifingico e bactericida. Os resultados deste
trabalho comprovaram a atividade antioxidante das espécies supramencionadas, e dados da
espectrometria de massa detectaram a presenca de triterpenos, acidos graxos, acidos
diterpénicos, esqualeno, o—tocoferol, ¢ os esterdis: campesterol, estigmasterol e p—sitosterol

nas duas espécies.
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Quimicamente, o género Eperua apresenta uma diversidade de compostos
secundarios, principalmente de sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e flavondides, com a
maior parte dos estudos ja publicados relacionados as espécies de E. purpurea, E. leucantha,
E. falcata, E. bijuga e E. grandiflora (Quadro 1), (BRAZ et al., 1973; MAIA e ANDRADE,

2009; MAIA e ANDRADE, 2009; LEANDRO e VEIGA-JUNIOR, 2012).

Quadro 1 - Principais constituintes quimicos ja identificados do género Eperua !

Diterpenos Compostos fendlicos
14,15-bisnor-labda-13-ona Acidos acido galico
Cetonas  9-metil-14,15,20-trinor-labda-1(10)-eno-13-  fendlicos Acido p-hidroxi-
ona benzoico
14,15-bisnor-labda-13-ona Flavondides catequina
eperuato de metila epicatequina
Esteres abda-8(17)-eno-15-oato de labda-8(17)-eno- (4-hidroxi-
15-ila benzoil)epicatequina
Alcoois  labda-8(17)-eno-15-ol tricina
labda-8(17),13E-dieno-15-ol engeletina
acido labda-8(17)-eno-15-Gico (acido isoengelentina
eperdico)
Acidos acido labda-8(17),13E-dieno-15-6ico (acido neoengelentina
labdanos  copalico)
acido ent-copélico neoisoengelentina
acido labda-7-eno-15-6ico (acido cativico) astilbina
acido 7-oxo-labda-8-eno-15-6ico neoastilbina
acido (-)-7-oxo-labda-8,13E-dieno-15-6ico dihidrocampferol

acido (-)-cleroda-7,13E-dieno-15-6ico
acido (-)-2-oxo-cleroda-3,13E-dieno-15-06ico
Acidos  (acido 2-oxo-covalénico)
Clerodanos  4cido (-)-7p-hidréxicleroda-8(17),13E-
dieno-15-6ico
acido nor-hardwikiico
acido 16-ox0-13,14H-hardwikiico
Sesquiterpenos
(E)cariofileno
Adaptado de: Veiga Junior e Leandro, 2012; Royer et al 2010; Maia e Andrade, 2009; Amusant et al.,
2007; Avila e Medina, 1993; Avila et al., 1992; Villeneuve et al., 1988; De Santis e Medina 1987;
Maillo et al., 1987; Maia e Godoy, 1984; Braz Filho et al., 1973; King e Jones, 1955.
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No trabalho desenvolvido por Leandro e Veiga-Junior (2012), os diterpenos
identificados nos 6leos de espécies de Eperua pertencem aos esqueletos caurano, labdano e
clerodano, tendo como principais constituintes quimicos diterpenos labdanicos. Esses
resultados vém corroborar com o trabalho de King e Jones (1955) o qual refere sobre a rica
composicao dos Gleos-resinas de E. falcata e de outras espécies de Eperua da Guiana Inglesa
em diterpenos. Aproximadamente 85% da composicdo de diterpenos eram de acido eperuico,
0 qual recebeu este nome por ter sido isolado pela primeira vez em espécies do género Eperua

(LEANDRO e VEIGA-JUNIOR, 2012).

A)
/\(CUOH
Acido copalico Acido cativico Acido epertico
CH,
COOH
COOH o
Acido nor-hardwikiico Acido Caurendico
B) OH
rr g
‘ HO. o]
HO‘\ RN /O“\ R ~p 3 OH
2
D :
= 0 Ry
OH O 1'211 OH _
2 35 R=on (1)- catequina
Astilbina 2R, 3R, R=0H 2R 3R Ri=0H () - epicatequina
A~ R; CoH
o o LT
‘\EQ‘Q TN ,2 \b\\\/ \R HO
k]
L 0 Ry
| 2R SR, R R,=0H, R,= OM
. =0H, R;= OMe c . .
oH O Rh Engeletina ‘ : Acido galico

Figura 4. (A) Estruturas de diterpenos labdanicos, clerodanicos e cauranicos e (B) de compostos
fendlicos encontrados em espécies de E. falcata (Fonte: Leandro e Veiga-Junior, 2012).
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Os diterpenos ilustrados na (Figura 4) ja foram também identificados e isolados de

algumas espécies de Copaifera, tendo, portanto grande similaridade na composicéo do 6leo-

resina quanto a estrutura labdanica e clerodanica (VEIGA-JUNIOR e PINTO, 2002,

LEANDRO e VEIGA-JUNIOR, 2012).

Tabela 5 - Estudos das atividades bioldgicas com espécies de Eperua

Espécie Parte da planta | Estudo/ Resultados Referéncias
E. grandiflora Galhos' Atividade antibacteriana contra ROVIRA et al., 1999
Staphylococcus aureus
Acao anti-radicalar
Acdo anti-UVA e UVB PAULY etal., 2003
Casca’ PAULY et al., 2005

Inibicdo de colagenase

Inibicdo de Tirosinase

Acido epertico

Ativador do crescimento celular

TAMAI et al., 1999

E. falcata Acido cativico? - .
Acido labda-8 Inibicdo de melanina
Cido lab az— } 3 N ; TAMAI et al., 2001
eno-15-dico Aceleracdo da producéo de colageno
YAMAMOTO et al.,
2005
Casca’ Citotoxicidade (-)
Inibicdo de neuropeptidios HENRY et al., 2007
Astilbina’ Acdo anti-inflamatoria
Engeletina®> | Acdo anti-UVB
E. glabriflora LEANDRO e VEIGA-
E. duckeana Cascal Antioxidante JUNIOR, 2009

T ~ - . 2 - -
Preparacfes em extrato aquoso e etandlico da casca da arvore de E. falcata. ©~ Composto isolado da resina de E. falcata.

Conforme exposto na (Tabela 5), os trabalhos encontrados na literatura sobre o 6leo-

resina de Eperua sdo escassos, € pouquissimos compostos isolados das espécies do género

foram estudados. A espécie mais conhecida quanto a sua atividade bioldgica é E. falcata,

tendo inclusive gerado algumas patentes na area de cosméticos. Pauly e Moretti (20033,

2003b e 2005) patentearam formulagOes contendo o extrato de E. falcata para produtos
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cosméticos com énfase no rejuvenescimento da pele. Varios desses produtos com
apresentacdes em creme e logdes ja estdo no mercado europeu, licenciados por marcas

renomadas como VICHY® e L’OREAL PARIS®.

Yamamoto et al (2005) também depositaram patente contendo a mistura dos acidos
eperuico, cativico e labda-8-eno-15-Gico, derivados da resina de E. falcata, Copaifera, e
Cistus ladaniferus respectivamente, desenvolvida para acelerar a producdo de coldgeno em
células da pele. Sao resultados importantes considerando que esses trés compostos foram
também identificados em espécies de Eperua no trabalho desenvolvido por (LEANDRO e

VEIGA-JUNIOR, 2012), podendo ser uma fonte de principios ativos para novos estudos.

2.9. Diterpenos

Os terpendides constituem um complexo e diversificado grupo de metabdlitos
secundarios. Considerado o segundo maior grupo em termos de relevancia farmacoldgica,
contendo aproximadamente 35.000 substancias ja descritas (DEWICK, 2009; VERPOORTE
e ALFERMANN, 2000). Sdo derivados de unidades isoprénicas pentacarbonadas, e
classificados quanto ao numero de unidades de isopreno em sua estrutura. Apresentam-se
como monoterpenos (2 unidades, 10C), sesquiterpenos (3 unidades, 15C), diterpenos (4
unidades, 20C), triterpenos (6 unidades, 30C) e carotendides (8 unidades, 40C), (DEWICK,
2009).

A investigacdo prospectiva da composicdo do Oleo-resina de Eperua oleifera
evidenciou a presenga do &cido caurendico, um diterpeno caurénico. Os diterpenos cauranicos
apresentam ampla distribuicdo no reino vegetal, sendo normalmente encontrados em baixas

concentracdes (CAVALCANTI, 2006). Algumas espécies do género Copaifera, Xylopia,



35

Annona e Mikania spp, apresentam teores elevados de diterpenos cauranicos (OLIVEIRA;
BRAGA, 2003). Dentre as atividades biologicas in vivo e in vitro ja relatadas na literatura
para o é&cido caurendico, incluem atividades -citotoxica, genotdxica, antimicrobiana,
antiparasitaria, inibidora do apetite de insetos, hipotensora e antiinflamatoria
(CAVALCANTI, 2006; TIRAPELLI et al., 2004; PAIVA et al., 2003; De MELO et al.,
2001; BATISTA et al.,1999; GHISALBERT, 1997; DAVINO et al.,1989; BOAKYE-

YIDOM et al; 1977).

Costa-Lotufo et al (2002) descreveram algumas atividades do acido caurendico
isolado de C. langsdorffii, tais como, acdo anti-proliferativa contra células tumorais, efeito
hemolitico em eritrocitos humanos e murinos, e embriotoxicidade em embries de ouri¢o-do-
mar (Lytechinus variegatus). Cavalcanti (2006) descreveu os efeitos citotoxicos e genotdxicos
em linfocitos humanos e mutagénico nas células de levedura de S. cereviseae do acido

caurenoico isolado de C. langsdorffii.

Ohsaki et al (1994) realizaram um estudo com os diterpenos colavenol e acido
hardwickiico, no qual descrevem potente atividade antitumoral desses compostos contra
carcinoma em camundongos. O ensaio foi realizado ap6s o fracionamento cromatografico de

6leos-resina de Copaifera langsdorfii.

Considerando os diversos trabalhos realizados no Brasil visando o estudo fitoquimico
e farmacoldgico de diterpenos (CAVALCANTI, 2006; PINTO E VEIGA-JUNIOR, 2002;
VIEIRA et al., 2002; MONTI et al., 1996; GHISALBERT, 1997), e a presenca do acido
caurenoico, acido hardwickiico e acido eperuico em Oleo-resina da espécie Eperua oleifera,
busca-se também neste trabalho estabelecer relagbes entre a composi¢do quimica do oleo e

suas atividades bioldgicas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a atividade bioldgica da fracdo acida do 6leo-resina de E. oleifera quanto a sua
citotoxicidade em linhagens celulares normais e tumorais, e seus efeitos na proliferacdo

celular, producéo de colageno e inibicdo de metaloproteinases em fibroblastos humanos.

3.2. Objetivos Especificos

e Auvaliar a citotoxicidade em linhagens celulares humanas de fibroblastos (MRC-5) e

queratinécitos (HaCaT).

e Auvaliar os efeitos na proliferacdo celular e sintese de colageno em cultura de

fibroblastos humanos;

e Avaliar o efeito inibitdrio sobre a atividade e expressao proteica de MMPs;

e Auvaliar a citotoxicidade nas linhagens celulares tumorais, SKMEL19, HCT116, MCF-

7, ACP-02, ES-2 e NHOVCAR.

e Auvaliar o potencial hemolitico em eritrocitos murinos;

e Auvaliar a inducdo de genotoxicidade em fibroblastos humanos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Modelo de Estudo

O projeto trata de um modelo de estudo experimental, onde foi avaliada a agdo do
6leo-resina de E. oleifera na viabilidade celular de células normais e tumorais, na proliferacdo
celular e produgdo de colageno em fibroblastos humanos e na inibicdo de MMPs. Neste
trabalho foi utilizada uma associacdo de metodologias baseadas em sistemas in vitro,

buscando esclarecer os mecanismos de agéo envolvidos.

4.2. Obtencdo de amostras:

As amostras do 0Oleo-resina de E. oleifera foram coletadas no municipio de Manicoré-AM e
partes da planta foram enviadas ao herbario da UFAM para confirmacdo da espécie. O 0Oleo-
resina bruto e fracBes foram obtidos por particdo com diferentes solventes organicos e
utilizando cromatografia em coluna aberta em sistema normal, em silica, com solventes em
gradiente de polaridade. As fracbes obtidas foram analisadas por méetodos cromatogréaficos
(Cromatografia em fase gasosa) acoplada a métodos espectrométricos (Espectrometria de
massas) e também por métodos espectroscopicos (RMN de *H e *C). Os constituintes das
fracdes foram identificados pela similaridade dos espectros com dados da literatura e padrdes

disponiveis no proprio laboratorio.
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4.3. Estratégia experimental

As etapas experimentais foram iniciadas a partir da obtencéo da fracdo acida do 6leo-
resina de E. oleifera. A figura 5 ilustra os estudos realizados in vitro, utilizando modelo de

cultura de células, em diferentes ensaios.

Obtencdo das
amostras
] ]
N e Ensaios em
Viabilidade Inibicdo
cultura de
celular colagenase .
células

Zimografia || | Proliferagso

—4 Citotoxicidade
/'n Vitro Celular

Atividade

. —4|nibicio de MMP
hemolitica

Producao de

— Genotoxicidade
colageno

Expressao de
proteinas

Figura 5 — Estratégia experimental
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4.5. Cultura celular

Neste estudo foram utilizados linhagens normais de fibroblastos primarios (FPH) e
queratinocitos humanos (HaCaT), cedidos pela Dra. Silvya Stuchi Maria-Engler do
Departamento de Analises Clinicas e Toxicologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sdo Paulo); fibroblastos humanos (MRC-5) e células tumorais de melanoma
(SKMEL19), carcinoma colorretal humano (HCT116), adenocarcinoma de mama (MCF-7),
carcinoma gastrico (ACP-02), adenocarcinoma de ovéario (ES-2 e NHOVCAR), cedidos pelo
laboratério de citogenética humana da Universidade Federal do Para. As células foram
cultivadas em frascos de cultura de 75 cm? em meio de cultura “Dulbecco's Modified Eagle

Medium” (DMEM), alta glicose, suplementado com 10 % (v/v) de soro bovino fetal (SFB,
GIBCO), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 U/mL), mantidas em estufa a 5% CO:

e 37 °C atmosféricos. Apds o periodo necessario para atingir 70% a 80% de confluéncia, as
células foram expandidas em novas garrafas estéreis, até obter quantidade necessaria para 0s
experimentos. Para a realizacdo dos experimentos in vitro, ap6s confluéncia necessaria, as
células foram desprendidas com solucdo de Tripsina-EDTA 0,05%, neutralizadas com o
mesmo volume de meio DMEM, centrifugadas duas vezes por 10 minutos a 1500 rpm
(rotacBes por minuto), ressuspensas em meio de cultura. A concentracdo celular foi ajustada

em camara de Neubauer, com viabilidade superior a 97%.
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4.6. Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado pelo método Alamar Blue® segundo
NAKAYAMA et al (1997). As linhagens celulares normais (FPH, MRC-5, HaCaT) e
tumorais (SKMEL19, HCT116, MCF-7, ACP-02, ES-2, NHOVCAR), foram plagueadas na
concentracdo de 0,5 x 10* células por pogo (100 pL de meio DMEM com SBF 10%) em
placas de 96 pogos. ApoOs 24 horas de incubacdo e aderéncia das células, as mesmas foram
tratadas com o 6leo-resina nas concentracbes de (50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,562; 0,781
pg/mL). O experimento foi realizado em triplicata para cada periodo de tratamento (24, 48 e
72 h). Como controle positivo de morte, foi utilizada a Doxorrubicina nas concentragdes de
(20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125 ug/mL) e determinado 0 valor de Clso Para controle
negativo apenas o meio de cultura com DMSO a 0,01%. Apd6s o periodo de tratamento (24, 48
e 72 h) foi adicionado 10 uL de resazurina 0,4% (diluigdo 1:20). O periodo de incubacéo
padronizado para as linhagens celulares descritas acima foi de 3 horas, tempo necessario para
a metabolizacédo da resazurina.

Os dados da leitura de fluorescéncia emitida pelas células tratadas e pelo controle (sem
tratamento), foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism® (Non-linear regression
(curve-fit) Sigmoidal dose-response), para o calculo da Clsp. O ensaio foi realizado em

triplicata de amostras e experimentos.
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4.7. Curva de crescimento e proliferagéo celular

O ensaio consistiu na avaliacdo da curva de crescimento e proliferacdo celular pelo

método de exclusdo por Azul de Tripano (FRESHNEY, 1994) com modifica¢fes. As células
de fibroblastos FPH e MRC-5 foram plaqueadas na concentracdo de 1x104 de células/mL
(meio DMEM, com SBF 10%) em placas de 12 pocos, mantidas em estufa a 37 °C, e 5% de
CO2. Apos atingirem uma confluéncia celular de 80% da superficie ocupada, as células foram

tratadas nas concentracdes ndo citotdxicas (0,625; 1,25; 2,5 e 5 ug/mL) do Oleo-resina,
determinadas previamente pelo ensaio de viabilidade celular.

O estudo de proliferagéo teve intervalos medidos em trés tempos experimentais: 24,
48 e 72 h de contato com o 6leo-resina. Apds tripsinizacdo, e inativacdo com meio e PBS,
foram utilizados 90 pL da suspenséo celular que, por sua vez, fora adicionado 10 puL de azul
de Trypan. Desta suspensao celular foram transferidos 10 pL para a cdmara de Neubauer e as
células contadas, excluindo-se aquelas que se apresentaram coradas de azul (células ndo
viaveis).

Para o célculo do nimero de células de cada poco foi utilizada a seguinte equacéao
matematica; NC x D x 10%/Q, onde NC = ntimero de células viaveis contadas; D = dilui¢do da
amostra (10) e Q= nimero de quadrados da cdmara de Neubauer (= 4) usados para contagem
das células. Como controle negativo, as células foram mantidas sem tratamento, contendo
apenas o meio de cultura DMEM acrescido de DMSO 0,1% (o solvente utilizado para
dissolver o 6leo-resina). Os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism®
(Two way /ANOVA/ post-test Bonferroni). O ensaio foi realizado em triplicata de amostras e

experimentos.
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4.8. Quantificagdo de colageno da cultura celular de fibroblastos

Para quantificar a producdo de colageno solUvel no sobrenadante das culturas
celulares, utilizamos o ensaio colorimétrico Picrosirius (Sirius-Red), método descrito por
(JONES et al., 2013), com modificacbes. As células de fibroblastos FPH e MRC-5 foram
plaqueadas na densidade de 1x10° células/mL em placas de 24 pocos e incubadas com o 6leo-
resina nas concentragdes de (1,25; 2,5 e 5 ug/mL) com amostras em triplicata, por 24, 48 e 72
horas. Apos o tratamento das células, o sobrenadante das culturas foi removido para avaliacdo
do colageno sollvel e armazenado em uma placa espelho de 96 pocos. A placa foi colocada
sem tampa em estufa a 37 °C “overnight” para a secagem do seu contetdo. Em seguida,
adicionou-se 200 puL de solugdo de Bouim saturada e incubadas por uma hora. O fixador foi
removido e adicionou-se 300 pL de agua destilada em cada pogo. A placa foi seca em
temperatura ambiente por aproximadamente duas horas. Apos este periodo, acrescentou-se
200 pL do corante Picrosirius 0,1% por uma hora, sob leve agitacdo e protecdo da luz. O
corante foi removido cuidadosamente adicionou-se 250 puL de HCI 0,01 M para a remogéo do
corante ndo aderido. A solugéo de HCI foi removida e adicionou-se 150 uL de NaOH 0,1 M
por 30 minutos sob leve agitacdo. O conteudo da placa foi lido em espectrofotémetro com
comprimento de onda de 490 nm. A curva padrdo de colageno foi preparada a partir de uma
solucdo de colageno tipo I from “rat-tail” (Sigma®) diluida em PBS e meio de cultura
DMEM sem soro, nas concentracdes finais de (30; 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,312 pg/mL).
Os valores médios foram plotados em gréfico de dispersdo com as concentraces conhecidas
de colageno, com os valores do eixo X e as absorbancias correspondentes a cada concentragdo
com os valores do eixo Y e calculado a equacédo da reta e o coeficiente de correlagéo R.
Foram realizados trés experimentos em triplicata e os dados analisados utilizando o programa

GraphPad Prism® (Two way /ANOV A/ post-test Bonferroni).
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4.8.1. Quantificacao de colageno depositado na matriz extracelular

Para a fixacdo das células aderidas nas placas, foram adicionados 100 uL de alcool a
70% gelado, e em seguida mantidas durante 10 minutos no freezer a - 80 °C para a completa
fixacdo do material celular. Logo em seguida, foi removida a solugdo de alcool, cada poco
lavado com agua destilada, e as placas secas, em temperatura ambiente. Ap0s a secagem
foram adicionados 100 pL da solugdo de Picrosirius e as placas mantidas a 37 °C por duas
horas. Cada placa foi lavada em agua corrente para retirar o excesso do corante e seca em
temperatura ambiente. Com o material seco, procederam-se as fotomicrografias das culturas

celulares em microscépio invertido de luz polarizada (Leica®).

4.9. Ensaio de inibicao da colagenase por método zimogréfico in vitro

A atividade proteolitica de MMPs foi avaliada pelo ensaio zimografico e eletroforese
em gel (poliacrilamida 10%, gelatina 0,1%), segundo o método descrito por (SALAMONE et
al., 2012; SNOEK-VAN BEURDEN, 2005), com algumas modificacbes. Cada poco do gel
foi carregado com amostras do 6leo-resina nas concentragdes (3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e
200 pg/mL) e brevemente solubilizadas em tampao de amostra (62 mM Tris-HCI pH 6,8;
10% glicerol; 2% SDS; 5%; 0,01% azul de bromofenol e 25 pug/mL de colagenase (from
Clostridium histolyticum) da Sigma. A eletroforese (BioRad Protean Il, Hercules, USA) foi
realizada sob condigdes redutoras (0,025 M TRIS, 0,192 M glicina, e 0,1% SDS, pH 8,5) a
100 V constante por 150 min. Apds isso os géis foram lavados duas vezes por 30 min em
2,5% Triton X-100 (v/v) para remover o SDS e em seguida incubados a 37°C, overnight em
solugédo tampdo (Tris 50 mM, CaCl, 10 mM, ZnCl, 50 mM). Apoés este periodo, o gel foi
corado pelo corante Comassie Blue G-250 e descorado com uma solucdo de metanol e acido

acetico ate a visualizacdo das bandas caracteristicas da atividade das colagenases. A avaliacdo
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da atividade enzimatica foi feita através do software ImageJ®. Os resultados foram analisados
utilizando o programa Origin 6.0® (Non-linear regression (curve-fit) ), para o calculo da Clsg.

O ensaio foi realizado em triplicata de amostras e experimentos.

4.10. Efeito do 6leo-resina de E. oleifera na atividade de colagenases em cultura celular

4.10.1. Obtencéo das proteinas coletadas do meio de cultura

Para o0 ensaio zimogréafico, as células HaCaT e MRC-5 foram plaqueadas na
concentracdo de 1x10° de células/mL em placas de 24 pocos, com meio DMEM contendo

SBF 10%. Apos o tempo de 24 horas para a aderéncia celular, o meio foi retirado, 0s pocos
lavados com PBS e os fibroblastos incubados por 48 h com o dleo-resina nas concentracdes
de (1,25; 2,5 e 5 ug/mL) diluidas em meio DMEM sem SBF. Apds o tempo de tratamento, 0
sobrenadante foi recolhido e centrifugado a 3.000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. As proteinas

do meio de cultura foram quantificadas segundo o método descrito por (Lowry et al., 1951).

Para separacdo das proteinas, foi preparado o gel SDS-PAGE com 10% de acrilamida
e 1% de gelatina, em tampéo (Tris-HCI 0,4 M, pH 8,8, contendo SDS 0,1%, TEMED 0,01% e
persulfato de amoénio 0,05%) e adicionadas a cada poco uma quantidade de (30 pg) de
proteinas, previamente incubadas com tampao de amostra (Tris-HCI 0,125M pH 6,8, SDS

4%, glicerol 20%, azul de bromofenol 0,002%), e entdo submetidas a eletroforese.

A eletroforese foi realizada no sistema Bio-Rad Miniprotean Il system (Bio-Rad
Laboratories), com duracdo de 2 h a 120 v. Apds esta etapa, os géis foram lavados duas vezes
por 30 minutos em uma solugédo de 2,5% de Triton X-100 para a remocao do SDS. Os géis
foram entdo incubados “overnight” em solugdo tampéo de tris-HCI 50 mM, pH 8,0, contendo
5 mM CaCl, e 1 mM ZnCl,, no banho-maria a 37 °C. Ao final, os géis foram corados com

Coomassie Brilliant Blue, e descorados com uma solugdo de metanol e acido acético até a
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visualizacdo das bandas caracteristicas da atividade das colagenases. As areas degradadas
pelas enzimas aparecem como bandas claras contra um fundo azul escuro. As determinagdes
das massas moleculares foram feitas com referéncia ao padrdo de proteina pré-estabelecido,
co-eletroforizado nos géis. A avaliacdo da atividade enzimatica foi feita através do software

ImageJ®.

4.11. Efeito do 6leo-resina de E. oleifera na expressédo proteica de MMP-1

Neste ensaio foi avaliado a expressdo das proteinases MMP-1, pelo método Western
blotting. As células MRC-5, FPH e HaCaT foram plaqueadas na concentragdo de 1x10°

células/mL em placas de seis pocos e tratados com o 6leo-resina nas concentracdes de (1,25;
2,5; 5 ng/mL) durante 24 horas. Ap6s o periodo de tratamento as células foram lisadas em 50
uL de tampao de lise [Tris-HCI 50 mM, pH 7,4), acrescido de 150 mM NaCl, 1ImM EDTA, 1
mM  MgCl,, 0,5% (v/v) NP-40, 10% glicerol e inibidores de proteinases (coquetel de
inibidores de proteases EDTA-free, da Roche; 1 mM PMSF), por 30 minutos sob agitacéo a 4
°C. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000 rpm, o sobrenadante recolhido e
as proteinas totais dosadas utilizando o método de BRADFORD (1976). A curva de
calibracédo foi feita com BSA (Bovine Serum Albumin) na concentracdo de 0 a 20 ug/mL de
proteina e a leitura realizada em espectrofotdmetro apds 10 minutos de incubacdo com a
solucdo de Bradford a 595 nm. Para o western blotting, as proteinas dos géis foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose. O tampdo de transferéncia utilizado foi,
Tris base (48 mM), pH 8,3; Glicina (39 mM); SDS (0,037% p/v) e metanol (20% v/v); a
transferéncia foi realizada no aparelho semi-dry (Bio Rad), a 10 V durante 50 min. Apos a
transferéncia, a membrana foi corada com solucdo de Ponceau para visualizacdo das bandas
de proteinas e certificacdo de sua transferéncia. Em seguida, realizado o procedimento para

revelagcdo por Western Blot. Brevemente, a membrana passou por 3 lavagens, de 10 minutos
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cada, com tampéo TBS (Tris Buffered Saline — Tris HCI 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5), em
seguida bloqueada, durante duas horas, com 5% de leite desnatado em tampdo TBST (TBS
acrescido de Tween® 20 0,05% p/v). Logo apos, a membrana foi lavada 3 vezes com TBST e
incubada, overnight, com o anticorpo primario (anti-MMP-1; ABCAM em TBST e 0,1% de
leite desnatado p/v). A membrana foi novamente lavada com TBST e incubada, durante 1
hora, com o anticorpo secundério (anticorpo secundario policlonal anti-lgG de coelho, 1/2500
em TBST e 0,1% de leite desnatado p/v). Entdo, a membrana foi lavada 3 vezes com TBST e
revelada utilizando o kit Pierce para reacdo de quimioluminescéncia. Em seguida, para
deteccdo do padrdo interno, a membrana foi submetida a “stripping” em tampao Tris 50 mM
contendo 2% SDS, 100 mM beta-mercaptoetanol, 50°C, durante 30 minutos. Apds abundante
lavagem em TBST, a membrana foi rebloqueada e foram realizadas as mesmas etapas ja
descritas. Entretanto, o anticorpo primario foi anti-B-actina (diluicdo 1:1000 em TBST e 0,1%

de leite desnatado p/v).

4.12. Determinacdo da atividade hemolitica

A determinacdo da atividade hemolitica em eritrocitos de camundongos suicos Mus
musculus foi realizado segundo o método descrito por (JIMENEZ et al., 2003), com algumas
modificacdes. O concentrado de hemécias foi obtido pela coleta de 1 mL de sangue em tubos
heparinizados, lavado por trés vezes com solucdo salina (NaCl 0,85% +CaCl, 10mM) e
centrifugado a (1500 rpm, por 10 minutos cada). O pellet de eritrocitos foi ressuspendido em
solucdo salina, para preparacao da suspensao de eritrocitos - 2% (SE).

O dleo-resina foi diluido nas concentracdes de (15,6; 31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1000
e 2000 pg/mL) em microplaca de 96 pocos. Posteriormente, foi adicionado a cada po¢o uma
solugéo de 100 pL da (SE). A microplaca foi incubada a 37 °C durante 1 hora, sob constante

agitacdo. A liberagdo de hemoglobina pelos eritrdcitos foi determinada apos a centrifugacéo a
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(1500 rpm, por 10 minutos), e analise da leitura fotométrica do sobrenadante em 450 nm.
Como controle positivo foi utilizado Triton 0,2% e como controle negativo DMSO.

Para a determinacdo da Clsy (Concentracdo que induziu 50% de hemdlise dos
eritrécitos), foi feita a anélise da curva dose-resposta, pelo programa GraphPad Prism® (Non-

linear regression, Sigmoidal dose-response).

4.13. Ensaio de genotoxicidade

O estudo do potencial genotoxico do 6leo-resina de E. oleifera foi realizado de acordo
com o método descrito por (CAVALCANTI et al.,, 2006; SINGH et al., 1988) com
modificacdes. Para o ensaio, fibroblastos MRC-5 (0,5 x 10° células/mL) foram cultivados em
meio DMEM suplementado com 10% de SBF e 1% de antibioticos, e incubados com o 6leo-
resina nas seguintes concentracées (7,5; 15 e 30 pg/mL) durante 3 horas a 37°C em atmosfera
de 5% de CO2. A doxorrubicina (10 pg/mL) foi utilizada como controle positivo e 0 DMSO
(0,1%) como controle negativo. Apds o tempo de tratamento, as células foram lavadas com o
meio DMEM, centrifugadas (1000 rpm por 5 minutos). Preparacdo das laminas: As laminas
foram previamente cobertas com agarose de ponto de fusdo normal (0,5%) a uma temperatura
de 60°C em solucdo de PBS livre de Ca®* e Mg?*, mantidos a temperatura ambiente até a
solidificacdo. Em uma solucéo de agarose de baixo ponto de fusdo (1,5%) a 37°C, as células
tratadas foram adicionadas a laminas pré-cobertas com agarose de ponto de fusdo normal.
Posteriormente, as laminas foram cobertas com laminulas para uniformizar a distribuicédo do
material na Iamina e mantidas a 4°C para solidificagdo da agarose. Apds a solidificacdo da
agarose, a laminula foi delicadamente removida e as laminas imersas na solucgéo de lise (5 M
NaCl, 100 mL EDTA, 10 mM Tris, 1% N- Lauroyl sarcosine, 1% Triton X-100, 10% DMSO,
pH 10,0), protegida da luz a 4°C por 1 hora. Apos o procedimento anterior, as laminas foram

imersas em uma solucdo de neutralizacdo (0,4 M Tris, pH 7,5) por 15 minutos. Apos esta
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etapa, as laminas foram dispostas horizontalmente na cuba de eletroforese e preenchida com
uma solucéo alcalina a 4°C (1 mM NaEDTA, 300 mM NaOH, pH > 13,0). As laminas
ficaram em repouso por 20 minutos para permitir o relaxamento do DNA. A eletroforese (25
V; 300 mA) foi conduzida a baixa temperatura (4°C) durante 20 minutos. Apos a eletroforese,
as laminas foram novamente neutralizadas por 5 minutos e fixadas em etanol a 100%. Para
coloracéo das laminas, foi utilizada uma solucéo de brometo de etidio (20 pg/mL). As laminas
foram analisadas com o auxilio de microscopio de fluorescéncia. A analise foi realizada de
acordo com o padrdo de niveis previamente determinados pelo tamanho e intensidade da
cauda do cometa. Foram contados 100 cometas por lamina e classificados, por anélise visual,
em cinco categorias (0, 1, 2, 3 e 4) que representam a porcentagem de DNA na cauda do
cometa, indicando o grau de lesdo sofrido pela célula. O indice de dano (ID) foi obtido pela

seguinte férmula:

indice de dano = (nimero de células no nivel 0x0) + (nimero de células no nivel 1x1) +

(numero de células no nivel 2x2) + (nimero de células no nivel 3x3) + (nimero de células no

nivel 4x4).

A frequiéncia de dano (FD) representa a porcentagem de células que sofreram danos no DNA.

5. Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como meédia £ D.P.M. (Desvio Padrdo da Média).
Todos os ensaios in vitro foram realizados pelo menos em triplicata. Os ensaios foram
analisados pelo teste de compara¢fes multiplas e a anélise de varidncia (ANOVA) para

comparagdo de mais de duas médias. O nivel de significncia a ser adotado sera de p < 0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao da presente dissertacdo foram compilados na forma de
um artigo intitulado “Effects of the acid fraction of Eperua oleifera oil-resin
on cell viability: an in vitro study of normal and malignant cell lines”.



Effects of the acid fraction of Eperua oleifera oil-resin on cell viability: an in
vitro study of normal and malignant cell lines

Gomes, F. T. AL, Boleti, A.P.A.}, Leandro, L.M.%, Veiga-Junior, V.F.%, Vasconcelos,
M.A.L.L, Aranha, E.S.P!, Pedrosa, T. N., Lima, E.S!.

Faculty of Pharmaceutical Sciences, Amazonas Federal University, Brazil.
2 Chemistry Department, Amazonas Federal University, Brazil.

ABSTRACT

The Eperua genus belongs to the family Fabaceae and consists of 14 species distributed from
Central Amazonia. The oil-resin extracted from the trunk of Eperua tree has been used in
popular medicine similarly to the copaiba oil (Copaifera ssp.) as healing, antibacterial and
antifungal. Very few studies have been conducted in order to test the biological activities of
the oil-resin of these species. This study aimed to investigate the effects of acid fraction of E.
oleifera oil-resin on cell proliferation, collagen production in human fibroblasts, inhibition of
metalloproteinases and cytotoxicity against tumor cell lines. After characterization, it was
found the predominant presence of acidic diterpenes eperuic, kaurenoic and hardwickiic in the
acid fraction of E. oleifera oil-resin. Results showed that the acid fraction of E. oleifera oil-
resin caused morphology alteration, decrease of proliferation at concentrations of (> 5
pg/mL). The induction of collagen production in fibroblasts was significant in the treatments
performed above 2.5 pg/mL. The results showed significant cytotoxicity against all lines, with
ICso values between (13 - 50 pg/mL) and hemolytic activity, with 1Csp = 38.29 pg/mL.
According to the comet assay, the oil-resin induced genotoxicity in MRC-5 cells with DNA
damage index between (40 - 60 %) when compared to the negative controls (0 - 20 %).
Inhibitory action of the acid fraction of E. oleifera oil-resin was observed in the
concentration-dependent manner on collagenase activity, with ICsy = 46.64 pg/mL. The
zymography assay testing the activity of MMP - 2 and MMP — 9 from HaCaT cells, showed
little significant enzymatic inhibition.Western blot analysis revealed a decrease of MMP-1
expression after treatment with 5 pg/mL in MRC-5 cells. The results show that acid fraction
of E. oleifera oil-resin has a cytotoxic, genotoxic, hemolytic and anticollagenase potential.
Taken together, our data suggests that E. oleifera could be considered as a source of new
therapeutic drug, by isolating the active compounds and possibly decreasing the undesirable
toxic side effects.

Key words: cytotoxicity, Eperua, metalloproteinases, collagenase
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Introduction

In recent years, several studies have reported the use of medicinal plants for
therapeutic purposes. Plants produce an important structural diversity of metabolites and
represent the largest source of active compounds. They are used worldwide as self-prescribed
home medicines, and for the pharmaceutical industry (Miller, 2011; Samwald et al., 2010;
Viegas and Bolzani, 2006). As bioactive compounds from plants have many biological
activities, the invaluable biodiversity among Brazilian plants presents great potential in the
development of new drugs for application in the treatment of human diseases (Barreiro,
2009). The identification of any possible toxicological activity in plant bioactive substances is

primordial to evaluate the potential risks and certify the benefits of its uses (Newman, 2007).

Matrix metalloproteinases (MMPSs) are proteinases that are involved in the breakdown
and remodelling of the extracellular matrix (ECM). It plays critical roles in cell growth,
angiogenesis, invasion and metastasis of cancer cells via degradation of the MEC (Artacho-
Cordon et al., 2012; Hour et al., 2012). Numerous studies have focused on compounds from
plant species as potential inhibitors of MMPs with anti-cancer effects (Liao et al., 2012;
Koppikar et al., 2010). MMPs are also responsible for changes in skin collagenous tissues by
breakdown of collagen, a major in the ECM, especially MMP-1 (interstitial collagenase-1)

(Kim et al., 2005).

Plant of the genus Eperua are found in the Central Amazon, with 14 species described
in the literature, are distributed in the setentrional and western Amazonia, from Ecuador to
Guyana and Venezuela. Eperua trees are known to have similar properties to the genus
Copaifera, also from Fabaceae-Caesalpinaceae family, named copaiba oil. These species
produce oil-resins used for therapeutic purposes in folk medicine. Some of these Eperua oil-
resins have similar names to the Copaifera species as E. oleifera and E. purpurea, known as

“copaiba- jacare” and “copaibarana”, respectively (Cowan, 1978; Leandro et al., 2012; Veiga
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Junior and Pinto, 2002). Eperua oil-resin is obtained by exudation of the trunk trees, and has
been traditionally used as skin healing agent, antibacterial, antifungal, as similarly copaiba oil
uses, in Amazonian folk medicine (Grenand et al., 1987, Gourneles et al., 1986; Ducke,
1940). Chromatographic analysis of copaiba oil-resin has revealed that is comprised of sesqui-
and diterpenes as the major compounds described as kaurane-, labdane- and clerodane- type
diterpene. Some of the identified diterpenes, as kaurenoic and hardwickiic acids have been
reported to have antitumor activity (Cavalcanti, 2006; Ohsaki et al., 1994), and eperuic acid
as an accelerator of collagen production (Yamamoto et al., 2005). Even considering its wide
use in folk medicine there are no investigations about the biology activities of the Acid
fraction of Eperua oleifera oil-resin (AFEOR) in vitro.

This study aimed to investigate the effects of the acid fraction of AFEOR on
cytotoxicity of normal and malignant cell lines, cytotoxicity, genotoxicity, inhibition of

metalloproteinases, cell proliferation and collagen production.

Materials and methods

1. Plant Material

Samples of the E. oleifera oil-resin were collected in the city of Manacapuru-AM, and

the plant parts were sent to the herbarium of UFAM to confirm the species.

2. Acid fraction (AFEOR) obtaining and analysis

A selective fractionation was performed in order to separate an acidic diterpenic
fraction from the also apolar sesquiterpenes, all naturally present at AFEOR and observed
after derivatization with diazomethane by GC-MS. The usual column chromatography is not
effective to separate the sesquiterpenes from diterpenes with an acid function, that usually
them retained and mix the substances on the column. So, a selective ion-exchange column

chromatography fractionating was perfomed using silica impregnated with KOH, as
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previously used to copaiba oils. After inserting the modified silica and AFEOR, the column
was submitted to dicloromethane elution in order to obtain the sesquiterpenes and the non-
acid components separated from the diterpenic carboxylic acids. The diterpenic acids remain
retained by silica impregnated with KOH during dichloromethane elution. Sequentially,
methanol was used to elute the diterpenic acids as potassium salts. The methanol fraction was
concentrated under low pressure and immediately acidified with HCI until pH 4-5,
dichloromethane was added and the diterpenic acids were recovered on the organic phase
(dichloromethane) in a separation vessel. The solvent was evaporated in a rotaevaporator and
the acid fraction (AFEOR) obtained was stored under low temperature until the analysis.
After derivatization with freshly prepared diazomethane, AFEOR was analyzed by gas
chromatography using flame ionization and mass spectrometry detectors. Kaurenoic, eperuic
and hardwikiic acids were identified as their respective methyl esthers by comparison with

standarts obtained previously from copaiba oils.

3. Cell culture

Human primary fibroblasts (FPH) and human keratinocytes (HaCaT) cells, donated by
Dr. Silvya Stuchi Maria-Engler, from Department of Clinical Analysis and Toxicology,
Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo were used. Human fibroblasts
(MRC - 5) and tumor cells of melanoma (SKMEL19), human colorectal carcinoma
(HCT116), breast adenocarcinoma (MCF-7), gastric carcinoma (ACP-02), ovarian
adenocarcinoma (ES - 2 and NHOVCAR), were provided by human Cytogenetics laboratory
of the Federal University of Para. The cells were grown in culture flasks of 75 cm?, in culture
medium "Dulbecco’'s Modified Eagle medium” (DMEM), high glucose, supplemented with
10% (v/v) bovine serum fetal (FBS, GIBCO), penicillin (100 U/ml) and streptomycin (100
U/ml) and kept in an incubator at 5% CO, and 37 °C. After the time required reaching 70% to
80% confluence, the cells were further expanded in sterile bottles to obtain the necessary
amount for the experiments. For the experiments in vitro after required confluence, cells were
detached with a solution of 0.05% trypsin - EDTA, neutralized with the same volume of
DMEM medium, centrifuged twice for 10 minutes at 1500 rpm (rotations per minute), re-
suspended in the culture medium. The cell concentration was adjusted in a Neubauer

chamber, with greater than 97% viability.
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4. Cell viability assay

With use of Alamar Blue® method, described by (Nakayama et al., 1997) cytotoxicity
assays were performed for cells treated with and without AFEOR in serum-free DMEM. The
cells line, MRC-5, HaCaT, FPH, MCF-7, HCT116, NHOVCAR, SKMELL19, ES-02, ACP-
02 were seeded at a density of 5000 cells/well in a 96-well microtiter plate and incubated
overnight. Cells were treated with and without AFEOR (at a concentration range of 0.7-50
pg/mL) in serum-containing DMEM for 24, 48 and 72 h. After incubation, the Alamar Blue
solution (10 pL of 0.4% Alamar blue (resazurin) in PBS) was added and the cells were
incubated for 3 h at 37 °C. Fluorescence was measured (excitation at 545 nm and emission at
595 nm) and expressed as a percentage of the cells in the control after background
fluorescence was subtracted. As a positive control of cell death was used doxorubicin (5

pg/mL). The assays were performed in triplicate.

5. Morphological analysis

The overall organization of the layering of the fibroblasts from the treatment period
(24 — 72 hours) was monitored using phase-contrast microscopy. The cells were viewed under
phase illumination with an inverted microscope (Leica) and imaged (digital camera; Nikon).

Differential morphology of cultures was observed to analyse the AFEOR treatment effects.

6. Cell counts and growth curve

Cells were seeded in a 12-well plate, with approximately 1 mL (~1x10") cells in each
well. After 24 h, when the fibroblasts and HaCaT cells attached to the walls of the wells, the
experiment began. AFEOR was dissolved in serum-free DMEM, vyielding different
concentrations in range of (1.25 - 5 pg/mL). In the treatment wells, these different
concentrations of AFEOR were added to the wells and incubated for 24, 48 and 72 h. As
control, wells were filled with DMEM and DMSO 0.5% for the same period. The wells were
then rinsed with PBS and filled with culture media. Cell counts were performed in triplicate
and Growth curves of the fibroblasts cells were then determined by Trypan Blue exclusion

method. Cell morphology was observed by inverted microscope.

7. Cellular Studies
To study the effect of AFEOR on MMP-2 and MMP-9 inhibition, MRC-5 and HaCaT

cells were seeded in a 12-well plate on reaching confluence, washed twice with phosphate-
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buffered saline and then treated with or without AFEOR (1.25, 2.5 and 5 pg/mL). After 24 h,
the conditioned media were collected, centrifuged to avoid cellular debris, mixed with 4X
sample buffer containing 62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8, 10% glycerol, 1% SDS, and 0.00625%
Bromphenol blue, and then loaded for electrophoresis on a 10% SDS-polyacrylamide gel for

zymography studies.

8. Gelatin Zymography

The zymography assay (Ratnikov et al., 2002) used gelatine as a substrate for MMP-2
and MMP-9. Gelatin at a concentration of 0.1% was incorporated into 10% polyacrylamide
gel containing 0.4% SDS. Electrophoresis under non-reducing conditions was performed
using a Bio-Rad mini-gel system at 120 V for 90 to 120 min. After electrophoresis, the gels
were washed twice for 30 min in 2.5% Triton X-100 (v/v) to remove the SDS and then
incubated overnight in the developing buffer [50 mM Tris-HCI, pH 7.6, 200 mM NaCl, 5 mM
CaCly, 10 mM ZnCl,] at 37 °C. Digestion bands were quantitated by Quantity One (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, CA).

9. Western blot analysis

MRC-5 and HaCaT cells were cultured in 6-well plates (1x10° cells per well) and
incubated with AFEOR in concentrations of (2.5; 5 and 10 ug/mL) and incubated for 24
hours. After incubation, cells were washed with phosphate buffered saline and lysed with
lysis buffer (Tris-HCI [50 mM, pH 7.5], 150 mM NacCl, 0.5% nonidet P-40, 1 mM EGTA, 1
mM MgCl,, 10% glycerol and proteases inhibitors (Cocktail of proteases inhibitors EDTA-
free, Roche; 1 mM PMSF). After 1 hour at 40 °C, cells lysates were obtained by
centrifugation at 10.000 g for 10 minutes. The total protein concentration in the lysates was
measured by Bradford method, protein assay using bovine serum albumin as the standard.
Samples containing equal amounts of protein concentration were separated by 12% sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to nitrocellulose
membranes. Nonspecific binding was blocked with Tris-buffered saline with Tween 20 (1 M
Tris-HCI [pH 7.5], 2.5 M NaCl, and 0.5% Tween 20) containing 5% nonfat milk for 2 hours
at room temperature. The membranes were incubated overnight with the primary antibody
(MMP-1 and B-actin) diluted in Tris-buffered saline with Tween 20 (1:1.000 and 1:2.000,
respectively), then washed with Tris-buffered saline with Tween 20, and incubated with

horseradish peroxidase-conjugated anti-immunoglobulin G antibody (goat anti-rabbit
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immunoglobulin G) as secondary antibody for 1 hour at room temperature. The immunoblots
were visualized with chemiluminescence detection kit increased, used according to the
manufacturer's recommendations (kit Pierce). Western blots are representative of three

independent experiments.

10. Hemolysis test

The hemolytic activity of the AFEOR was evaluated according to (Fischer et al.,
2003) with modifications. Blood were collected in heparinized-tubes from Swiss mice, and
centrifuged at 700 g for 10 min. The pellet was washed three times with cold PBS pH 7.4 by
centrifugation at 700 g for 10 min and re-suspended in the same buffer. This suspension of
red blood cells was always freshly prepared and used within 24 h after collection. Different
concentrations of AFEOR, were prepared in PBS buffer, added to the erythrocytes and
incubated for 60 min at 37 °C in a shaking water bath. The release of hemoglobin was
determined after centrifugation (700 g for 10 min) by photometric analysis of the supernatant
at 540 nm. Complete hemolysis was achieved using 0.2% Triton X-100 yielding the 100%
control value. Less than 10% hemolysis was considered as non-toxic effect level in our

experiments. The experiments were run in triplicate.

11. Comet assay

The Comet assay with human fibroblast (MRC-5) cells was used to detect DNA
damage. Before each experiment, frosted microscope slides were pre-coated with 2 layers
(100 pl) of normal agarose (1% in milli-Q water) and left at room temperature to allow
agarose to dry. The cells were treated during 3 h with different concentrations of the tested
samples. The cell dilution (5x10° cells in 60 pul) was mixed with an equal volume of low-
melting point agarose (1.2% in PBS). This agarose cell suspension (120 pul) was spread onto
each pre-coated slide and covered with a cover slip. After 10 min on ice, the cover slip was
gently removed, and the slides were placed in a tank filled with the lysate buffer (2.5 M NaCl,
100 mM EDTA, 10 mM Tris—HCI, 1% sodium sarcosinate pH 10, 1% of Triton X-100, and
10% DMSO). They were immersed for 1 h in this buffer (4 °C, in the dark). The slides were
then transferred into the electrophoresis buffer (NaOH 10 N, EDTA 200 mmol/l, pH 13 in
distillate water) for 20 min at room temperature in darkness. Electrophoresis was carried out

for 15 min at 25 V, 300 mA. Finally, the slides were gently rinsed with neutralization solution
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(0.4 M Tris—HCI, pH 7.5) 3 times for 5 min each. Staining of DNA was accomplished using
50 pl of ethidium bromide solution (20 pg/ml in PBS) per slide. The slides were examined

using an epifluorescence microscope (Leica).

Quantification of the comet assay: A total of 100 comets on each scored slide for
each sample concentration were visually-scored according to the relative intensity of
fluorescence in the tail and classified as belonging to one of five classes. We utilised three
slides for each extract concentration, and the experiments were performed in triplicate. Each
comet class was given a value of 0, 1, 2, 3, or 4 (from undamaged, 0 to maximally damaged,
4) as described by Cavalcanti et al. (2006). The total score of DNA damage was calculated by

the following equation:

Total DNA damage = (number of cells in class 0x0) + (number of cells in class 1x1) +
(number of cells in class 2x2) + (number of cells in class 3x3) + (number of cells in class
4x4).

Statistical analysis

Results are expressed as the means and standard deviations of triplicates
measurements. Each experiment was performed at least three times. Differences between
groups were assessed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Bonferroni,

Dunnett’s, and Tukey post-test. A value of p < 0.05 indicated significance.
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Results
1. Effect of E. oleifera oil-resin on cell viability

In order to investigate the cytotoxicity of AFEOR on human keratinocyte line (HaCaT
cell), normal fibroblast FPH and MRC-5, and malignant cells line, MCF-7, HCT116, ACP-02,
ES-2, SKMELL 19, NHOVCAR, the cells were seeded into wells of 96-well culture plates at
a density of 0.5 x 10* cells/well. The influence of AFEOR at various concentrations on

different cellular toxicity was analyzed using the Alamar Blue® assay.

Together with the increase in incubation time, we observed reduction in the cell
viability after 72 h. Differences also could be noted between the concentration used (Figure
1). As shown in (Figure 1 a.g), a decrease of FPH cell viability was observed only at the
highest concentration (50 pg/mL). However, the HaCaT cells showed significant loss in
viability of about 56 — 86 % observed at concentrations > 25 ug/mL. After 72 h we
determined more than 85% of viable cells at a concentration of 12.5 pg/mL. Below this
concentration, the cell viability did not change in comparison with control cells. Independent
from the time of exposure, incubation with 3.12 pg/mL of AFEOR, all cells were viable. As

negative control, we considered cells that were not treated with AFEOR, and as positive

control, the cells that were treated with doxorubicin.

The cytotoxicity effects of AFEOR on MRC-5 cell, after 72 h, is described in (Figure
1 gg). Results showed significant loss in viability of about 40 — 80% observed at
concentrations higher than 25 pg/mL, with several cell deaths at maximum concentration of
50 pg/mL, and ICsq value of ~ 25 pg/mL. On the other hand, below this concentration, cells

were 100% viable, as well as control cells.
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Figure 1. Cell viability using an Alamar Blue® cytotoxicity assay was performed for the cells
FPH, MRC-5 and HaCat. (A),(B),(C) Treatment with AFEOR (at a concentration range of 0.7
- 50 pg/mL) in DMEM for 72 h. (D), (E), (F) Doxorubicin treatment as positive control, in a
concentration range of (0.07 — 5 pug/mL). The negative control (DMSO solvent 0.1%). Each
bar represents the mean + S.D. of triplicate determinations from three independent
experiments. (***) = p < 0.001, (**) = p < 0.01, (*) = p < 0.05 (one-way analysis of variance
with Dunnett’s multiple -comparison post-test).
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2. Morphology of human fibroblasts and keratinocytes cells incubated with AFEOR

The morphology change was observed in a micrograph of fibroblasts MRC-5 during
incubation with and without AFEOR (Figure 2). Substantial changes in cell morphology were
detected microscopically with 24 h after exposure with the oil-resin, becoming more
prominent after 72 h of incubation. The AFEOR at 3.12 pug/mL showed no or little damage,
when compared with control cells (Fig. 2 5og). However, up to 6.25 pg/mL was notorious a
decrease of the cell number and at higher concentrations as 50 ug/mL it was evident the

presence of cellular debris and severe changes in morphology, such as the decrease of cell

density (Fig. 2 f).

Control 3.12 pg/mL 6.25 pg/mL

50 pg/mL

Figure 2. Representative photograph of human fibroblast morphology. The
MRC-5 cells were incubated with various concentrations of AFEOR in DMEM
media for 24 h. Morphological changes were observed and compared with non-
treated cells. The cell culture was examined and photographed using an
inverted microscope (40X).

The morphology of fibroblasts FPH and HaCaT cells was also observed during cell
culture with AFEOR treatment (Figure 3 af). There were no morphological difference

between cultures with and without treatment at low concentrations (1.25 — 2.5 pg/mL) on

FPH cells.
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Control 1.25 pg/mL 2.5 pg/mL

FPH

Control

HaCat

Figure 3. Representative photograph of human fibroblast and Keratinocyte
morphology. The FPH (a,b,c) and HaCat (d, e, f) cells were incubated with two
different concentrations of AFEOR in DMEM media for 24 h. Morphological
changes were observed and compared with non-treated cells. The cell culture was
examined and photographed using an inverted microscope (40X).

3. Effect of AFEOR on proliferation and synthesis of collagen of FPH and MRC-5
Cells

In this study, were evaluated the effect of AFEOR on cell growth of two different
fibroblast line. It was observed that after treatment with AFEOR, FPH and MRC-5 cell
proliferation (Figure 4 a.g) was decreased when cells were incubated at a concentration of 5

pg/mL. Thus, cell culture treated with AFEOR at (0.625, 1.25 or 2.5 pg/mL) did not showed

inhibition of cell growth and proliferation, in comparison with non-treated cells (control).

The production of collagen by human fibroblasts (MRC-5 and FPH) cells was also
investigated, using the Sirius red assay. To measure the effects of AFEOR on collagen
synthesis, cells were incubated for 24, 48 and 72 h with AFEOR (Figure 4 C-D). Results of

MRC-5 cells showed that collagen synthesis had a significant increase, incubated at 1.25
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pg/mL with AFEOR, after 24 h. Besides it, AFEOR treatment did not indicated significant
difference of collagen production, in comparison with negative control (non-treated). Thus, on
FPH cell line the collagen production was increased at about 50%, after 24 h of treatment, and

at 25% after 48 h of treatment with 5 pg/mL of AFEOR, in comparison with non-treated cells.
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Figure 4. (A), (B) Effects of AFEOR on MRC-5 and FPH cell proliferation. Cells were treated for 24, 48 and 72 h with 0.625 —

5 pg/mL. Growth curve of fibroblasts was assessed by the Trypan blue exclusion assay. (C), (D) The analysis of collagen
production of fibroblasts performed by Picrosirius-Red assay. (E) The top panel shows staining of cells in culture, with a typical
fibroblastic morphology treated with AFEOR, as the intensity of the staining based on the uptake of the dye in deposited
collagen. (1)-(2) MRC-5, (3)-(4) FPH cells stained with sirius red and photographed under a light microscope at (40X — 100X).
As negative control was used (DMSO solvent 0.1%). Each bar represents the mean + S.D. of triplicate determinations from three
independent experiments. (***) = p < 0.001, (**) =p <0.01, (*) = p < 0.05 (Two-way ANOVA analysis, Bonferroni post-test).
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4. Determination of the activity and expression of metalloproteinases

In order to determine the inhibition effects of AFEOR on collagenases activities,
different concentrations of the oil-resin were incubated with 25 pg/mL of collagenase from
Clostridium histolyticum and applied to gelatin zimography. Negative controls were
performed with DMSO (0.1%). As shown in (Figure 5 ag), treatment with AFEOR was
capable of inhibiting collagenase activity in (88%) at the maximum concentration of 200
pg/mL. Below this concentration, at (3.12 — 100 pg/mL) the inhibition of collagenase activity

was observed at (56 - 84%) respectively, with the ICs, value of 46.64 pug/mL.

To determine if the AFEOR could inhibit the MMP-2 and MMP-9 enzymatic
activities, the HaCaT and MRC-5 cells were treated with (5, 2.5 and 1.25 pg/mL) of AFEOR
in serum-free medium and incubated for 24 h. Then the conditioned media of the cells were
collected and their MMP-2 and MMP-9 enzymatic activities were assessed using the gelatin
zymography method. As shown in (Figure 5 g, ¢), MMP-2 and -9 activities were detected in
the conditioned media, and zymography quantitative analysis did not show significant
decrease of MMP-9 activity compared with the control. In addition, there was a little decrease
on MMP-2 activity from the cells treated with AFEOR.

To evaluate the effects of the AFEOR on MMP-1 protein expression, MRC-5 cells
were exposed to the oil-resin treatment (1.25 - 5 pg/mL) for 24 h. Levels of MMP-1
expression were measured by western blot assay (Figure 5 ¢) after protein dosage of total cell
lysates. AFEOR treatment showed decrease of the protein expression in a dose dependent
manner, by (39%) at 1.25 pug/mL, (47%) at 2.5 pg/mL and (86%) at 5 pg/mL compared with

the non-treated cell (Figure 5 D).
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Figure 5. Effects of AFEOR on metalloproteinase activity and expression. (A) Gelatin zymography was
used to evaluate the enzymatic activity of collagenases from Clostridium Hystoliticum, (B) MMP-2 and
MMP-9 activity. The HaCat cells were cultured with 1-5 pg/mL AFEOR for 24 h, and conditioned media
subjected to 10% SDS-PAGE. HT1080 cells were used as control, with no AFEOR treatment. (C) MMP-1
expression in MRC-5 cell lysates subjected to Western blot analysis with a primary antibody of MMP-1. (E)
- (F) the bar graphs (means + S.D, n = 3) represent quantitative densitometric results of at least three
independent experiments. (** p < 0.01, *** p < 0.001) compared with the control (DMEM, DMSO 0.1%).
Densitometric analysis was performed using ImageJ® software. Data statistics (by one-way analysis of
variance with Dunnett’s multiple-comparison post-test).
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5. Measuring and comparing the cytotoxicity of AFEOR in a multiple malignant cell
lines

We also conducted studies to determine the cytotoxicity effects of AFEOR, on
malignant cell lines by using the Alamar Blue® assay (Figure 6). The cells were incubated
with AFEOR in a range of (0.7 — 50 pg/mL). We observed that the treatment at maximum
concentration (50 pg/mL) with AFEOR caused a severe citotoxicity at about, 97% of
HCT116, MCF-7 (91%) and SKMELL19 cells line (93%). AFEOR concentrations equal to 25
pug/mL, decreased the viability of the cells at about 90% of HCT116, MCF-7 (73%) and
SKMELL19 (65%). However, nearly 12.5 pg/mL, AFEOR induced a moderate decrease on
cell viability, as 36% of SKMELL19, HCT116 (14%) and MCF-7 (17%). Below this
concentration, AFEOR did not influence the cell viability in comparison with non-treated
cells (Fig. 6 a.c). After 72 h, cell viability was significantly reduced on the malignant cell

lines, with 1Cso values showing significant cytotoxic effects (Table 1).

In addition, three malignant cell lines were used for this assay, ES-02, NHOVCAR
and ACP-02 analysed similarly (Figure 7). Results showed that AFEOR at a 50 pg/mL,
exhibited a high cytotoxic activity against the tested malignant cell lines, in comparison with
the doxorubicin at a 5 pg/mL. The only exception was ACP-02, ES-2 and NHOVCAR

malignant cell lines that showed more resistant toward AFEOR treatment.
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Figure 6. Cell viability using an Alamar Blue® cytotoxicity assay was performed for the
malignant cells Sk-Mel19, HCT-116 and MCF-7. (A),(B),(C) Treatment with AFEOR (at a
concentration range of 0.7 - 50 ug/mL) in DMEM for 72 h. (D), (E), (F) Doxorubicin treatment
as positive control, in a concentration range of (0.07 — 5 pg/mL). The negative control (DMSO
solvent 0.1%). Each bar represents the mean + S.D. of triplicate determinations from three
independent experiments. (***) = p < 0.001, (**) = p < 0.01, (*) = p < 0.05 (one-way analysis
of variance with Dunnett’s multiple-comparison post-test).
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Figure 7. Cell viability of AFEOR using an Alamar Blue® cytotoxicity assay was performed
for the malignant cells ACP-02, ES-2 and NHOVCAR at a unique concentration of 50 pg/mL
in DMEM for 72 h. Doxorubicin treatment as positive control, in a concentration of 5 pg/mL.
Each bar represents the mean + S.D. of triplicate determinations from three independent

Table 1. Cytotoxicity results (ICsq value (ug/mL)) ®

Treatment E. oleifera Doxorubicin
vCell line

MRC-5 14.65 (13.79 — 15.55) 3.2(2.6-4.0)
FPH > 50 2.14 (1.10 - 4.18)
HaCaT 22.92 (18.16 — 28.94) 0.58 (0.40 - 0.83)
HCT116 17.22 (14.60 — 20.30) 0.42 (0.37 - 0.78)
MCF-7 19.49 (16.95 — 22.40) 0.95 (0.73 - 1.24)
SK-Mel-19 15.99 (13.97 - 18.31) 0.779 (0.57 - 1.03)

& Average values for ICs, (g); results are represented by the means + SD of three experiments.
Cell viability was quantified by Alamar Blue ® assay as described in Materials and Methods.
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6. Determination of the hemolytic activity

To evaluate in vitro hemolysis activity, Swiss mice erythrocytes were exposed to
various concentrations of AFEOR and the release of hemoglobin was used to quantify the
membrane-damaging properties. These have been screened and graded with respect to their
50% inhibitory concentration (ICsp) derived from the serial dilution of the concentration range
(15.62 — 2000 pg/mL). As shown in (Figure 8), AFEOR showed hemolytic effects up to 62.5
pg/mL, with 64% of hemolysis indicating significant damage of the red blood cell
membranes. Concentrations of AFEOR in a range of (125 - 500 pg/mL) caused (82 - 84%) of
hemolysis, decreasing to (73%) at a maximum concentration of 2000 pug/mL. As 100 %

values we used Triton X-100, and found ICsq values of 38.28 (29.60 — 49,50) pg/mL.
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Figure 8. Hemolytic activity of E. oleifera oil-resin. Freshly prepared erythrocytes
(from Swiss mice) were incubated with various concentrations of AFEOR and the
supernatants were transferred to 96-well microplates and the absorbance was
measured to quantify the extent of red blood cell lysis. Positive control (100%
hemolysis) were determined by treating erythrocytes with 1% Triton X-100 (in
PBS). The results are expressed as mean + S.D. (n=3). ICs, values of 38.28 (29.60 -
49.50).
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7. Comet assay

The induction of DNA damage in human fibroblast MRC-5 cells after exposition to
different AFEOR concentrations was investigated using the Comet assay. Data are reported as
Total DNA damage in (Figure 9-5) and damage frequency (Figure 9-g). It was indicated that
the oil-resin induced genotoxicity (18% - 60%) at concentrations of (7.5 - 30 pg/ml) with
significant difference between the Total DNA damage of the negative control (DMSO 0.2%).
The frequency of DNA damage in MRC-5 cells was described in (figure 9-g) about the
different levels of tail comets extents increased by AFEOR treatment, compared with DMSO

(0.1%) as a negative control and doxorubicin (10 pg/mL) as a positive control.
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Figure 9. (A) Total and (B) frequency of DNA damage in human fibroblast MRC-5 cells, treated with E.
oleifera for 2 hours determined by the comet assay. The vehicle used to dissolve the drug, DMSO (0.1%)
was used as a negative control and doxorubicin (10 pg/mL) was used as a positive control. Undamaged to
maximal damage levels (0, 1, 2, 3 and 4). Data are mean = SD of three independent experiments. ***p
<0.001 compared to negative control by ANOVA followed by Tukey.
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8. Discussion

In this research we have evaluated the E. oleifera biological effects by exploring its
activity on cell viabillity, malignant cells cytotoxicity, cell proliferation, metalloproteinases
activity, expression and collagen production. The present study is the first report

demonstrating the biological activity of E. oleifera on human cell lines.

The chemical composition of E. oleifera oil-resin is a dispersion of diterpene acids in a
mixture of mono- and sesquiterpenes. The main components founded in AFEOR were
labdanic, clerodane and kaurane diterpenes. Some of the diterpenes reported on Eperua
species are eperuic acid, kaurenoic acid, hardwickiic acid, most of these, presents on oil-resin
of the genus Copaifera (Veiga Junior and Pinto, 2002). Kaurenoic acid, a diterpene isolated
from Copaifera langsdorfii oil-resin, had been reported by Costa-Lotufo et al (2002) for its
cytotoxic and embryotoxic effects. Ohsaki et al (1994) described the antitumor activity of
hardwickiic acid against carcinoma in Swiss mice. Copaiba oil-resin is largely used in
traditional medicine for several diseases, as anti-inflammatory, antitumor, antimicrobial,
wound healing, antiseptic, most of these properties, evaluated and proved by studies (Ohsaki

et al.,1994).

It has been reported evidence of antitumor, antiinflammatory properties in certain
fractions of the diterpenes, sesquiterpenes (Almeida et al., 2012; Comelli Junior et al., 2010;
Tappin et al., 2004). Paclitaxel, a known diterpene isolated from Taxus brevifolia, is used on
cancer treatment, for solid tumours. The mechanism of action was found at the increase of
microtubules stability during mitotic multiplication cellular process (Viegas, 2006; Correa,
1995). A recent study has investigated cytotoxic, mutagenic and genotoxic effects of copalic

acid, isolated from C. langsdorffii (Alves, 2013).
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Specifically about AFEOR, there were no available data on cytotoxicity. In this work,
we reported a comparative analysis of cytotoxic effects of AFEOR with doxorubicin, a known
chemotherapy drug (Finn et al., 2011), on a variety of cell lines, FPH, MRC-5, HaCaT, MCF-

7, HCT116, SKMELL19, NHOVCAR, ACP-02, and ES-02.

Fibroblast cells have a higher basal proliferative capacity, and its proliferation is one
of the early processes during dermal wound healing, for example. Several researches on the
molecular mechanisms of cellular carcinoma, has revealed that together with others factors,
deregulation of proliferation plays an important role in tumorigenesis (Hanahan; Weinberg,
2000). Additionally, the normal fibroblasts derived from a primary cell culture were used
together with MRC-5 fibroblasts and human keratinocytes (HaCaT), to evaluate the effects of
AFEOR on MMP activity and expression, cell proliferation and production of collagen on

these normal cell lines.

Morphological changes observed on fibroblast cell culture corresponded well with the
cytotoxicity tests. There were visible cytotoxic effects and morphological differences between
cell culture with and without AFEOR treatment (> 10 pg/mL). However, the significant
reduction on cell viability of normal fibroblast and keratinocytes by AFEOR treatment is an
undesirable result. Depending on the concentration, the non-selective cytotoxicity of AFEOR
among normal and tumour cell lines could turn into an unviable or not promising product and

drug.

Our experiment shows that AFEOR inhibits fibroblast cells proliferation even in low
concentrations (5 pg/mL). These effects of AFEOR were not detected on cell viability assay;
the decrease of cells was demonstrated only at higher concentrations (> 25 pg/mL). Our
studies also aimed to investigate whether AFEOR increases the stimulation of collagen

production in human fibroblast. Our results, although suggest that, AFEOR appears to have
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some inhibitory effects on cell proliferation, the stimulatory effects on the production of
collagen were significant at (5 pg/mL) that, despite a relative decrease in cell number, the
concentration of collagen produced by human fibroblasts were considerable higher than non-
treated cells, after 72 h of incubation time. It is a considerable result by the reason that
collagen stimulation is ideal in counteracting skin aging and to improve cicatricial repair of

mechanical and chemical damages (Gopinath et al., 2005).

A patent application has been made for isolated compounds of Eperua falcate resin,
relating biological activities, as accelerator of collagen production. This product comprises a
mix of labd-8(17)-en-15-oic acid (eperuic acid) and labd-8-en-15-oic acid, obtained by
chemically treating labdenoic acid (Yamamoto et al., 2005). These findings are important,
since it species of E. oleifera contains the same compounds. It is noteworthy that in traditional
medicine, AFEOR has been noted for its use in promoting wound healing (Grenand et al.,

1987).

Natural products that inhibit MMPs are beneficial in the prevention and/or treatment
of cancer metastasis, skin aging and wound repair (Man et al., 2012; Huang et al., 2011,
Jouneau et al., 2008). In this study, zymographic analysis revealed inhibition effects of
AFEOR on collagenases activity. The possible mechanisms by which AFEOR inhibits the
MMPs are presently unknown. Analysis of our data showed a significant inhibition by
AFEOR of collagenases activity from Clostridium hystoliticum, with ICs, value of 46.64
pug/mL. Therefore, we analysed in cell culture whether AFEOR could have any direct effects
on MMP-2 and MMP-9 activity, which are known to play key roles in several pathological
conditions (Okada et al, 2013; Park et al, 2013; Fullar et al, 2012; Sekiguchi et al, 2012;
Jouneau et al, 2008). Indeed, in low concentrations (1.25 — 5 pg/mL) AFEOR weakly
inhibited gelatinase activity of HaCaT cells. Unfortunately, the applicability of the AFEOR on

culture cell lines at concentrations up to 10 pg/mL was unviable, because of its cytotoxicity.
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Upon confirming cytotoxicity effects of AFEOR on different malignant cell lines, we
also compared AFEOR effects with doxorubicin on cell viability, a known chemotherapeutic
drug used for cancer treatment diseases (FINN et al., 2011). AFEOR exhibited a significant
cytotoxicity in vitro against all tested cancer cell lines, but a highest cytotoxicity (> 90%) was
observed in SKMELL19 (Clso = 15.99 pg/mL), HCT116 (Clso= 17.22 pg/mL) and MCF-7
(19.49 pg/mL) cell lines. Exposure to the AFEOR resulted in concentration-dependent cell
deaths with a high potency when compared with doxorubicin. Besides of cytotoxicity assay
with AFEOR, we described its toxicity by hemolysis test. Evaluating the hemolytic activity of
AFEOR in Swiss mice erythrocytes, our results showed a high toxicity and membrane
damage (Clsp= 38.28 pg/mL) caused by AFEOR after 30 minutes of exposure. Thus,
reduction of cell viability and the significant tumour cell deaths could be explained in part, by

the hemolytic activity of AFEOR (Costa-Lotufo et al, 2002).

The presence of diterpenes in some plants has been reported on literature, as the cause
of hemolysis induction and membrane damage of erythrocytes (Costa-Lotufo et al., 2002;
Aki; Yamamoto, 1991). Possibly, cytotoxic effects are mediated by interaction of AFEOR
compounds with cell membranes but also by cellular uptake and subsequent activation of
necrosis or apoptosis. The analysis of data suggests that AFEOR contain at least one or more
compounds that alone or synergistically promote a strong cytotoxic activity against tested cell
lines. Therefore, more research are need, by isolating some pharmacological effective
compounds from this medicinal oil, and with the absence of cytotoxicity, could be used in the
design of an effective therapeutic. As an example, synthesis of the sesquiterpene hyrtiosal
from copalic acid, a characteristic diterpene of copaiba oil-resin, leaded to (-)-hyrtiosal, an
isolated compound from marine organism, patent of Japanese scientist since 1992, reported as

a selective cytotoxic against melanoma and leukemic cell line (Lunardi et al., 2002).
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This is the first report of Eperua oleifera oil-resin genotoxicity study. It had been
reported on literature, the presence of diterpenes in Copaifera oil-resin with genotoxic activity
(Cavalcanti et al., 2006). Some studies with the oil-resin of Eperua have described the
presence of various diterpenes found in Copaifera oil-resin, as kaurenoic acid, hardwickiic
acid, copalic acid and eperuic acid (Leandro et al., 2012; Veiga-Junior and Pinto, 2002).
Cavalcanti et al. (2006) reported that low concentrations of kaurenoic acid, a bioactive
diterpenoid isolated from Copaifera langsdorffii, did not induce DNA damage, only on higher
concentrations (30 or 60 pug/mL) in V79 cells. However, in vivo studies with Copaiba oil-resin
and its fractions by Almeida et al. (2012) revealed no toxicity, cytotoxicity and genotoxicity
of the oil even in doses of 2000 pg/mL. Gongalves et al. (2011), reported in their study with
nine sesquiterpenic compounds, including trans-caryophyllene, that none of the compounds
showed mutagenicity. Considering that efficacy of some chemotherapeutic agents arises from
its ability to generate extremely cytotoxic DNA, in this work we also evaluated genotoxicity

effects of AFEOR.

The alkaline single-cell gel electrophoresis (comet) assay was performed evaluating
the extent of DNA damage detected with the increase in DNA tail of fibroblast cells. In the
present study, AFEOR treatment, at a range concentration of (7.5 — 30 pug/mL), induced an
increase of DNA damage in fibroblast cells between (18% and 60%) when compared with the
negative control (DMSO). On the other hand, comparing with the positive control
(Doxorubicin), it was observed a significantly less DNA damage. Our results indicated that
the E. oleifera oil-resin induced genotoxicity, with (p < 0.001) mainly at the higher

concentration of 30 pg/mL.

The mechanism through which the E. oleifera oil-resin acts in this cellular model is

unclear. The results of biological activity tests indicated that the oil-resin of E. oleifera could
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be useful in the search for new anticancer agents, since it did present important citotoxicity
and inhibition of metalloproteinases. Further studies are need by isolating some
pharmacological effective compounds from AFEOR, and with the absence of cytotoxicity,
could be used in the development of an effective therapeutic drug. Taken together, our data
also suggests that AFEOR in low concentration could be a potential agent to develop effective

MMP-1 inhibitors as chemotherapeutic agents and for skin photoprotection.

Conclusion

In conclusion, our results showed that oil-resin from E. oleifera has cytotoxic effects
on tested cancer cells, hemolytic activities and genotoxicity on fibroblast cells and exhibits
significant anti-collagenase activity. Further investigations, such as screening of cytotoxic
effects of the isolated compounds from AFEOR, in vivo studies, and research on mechanisms

of action will be necessary to better understand the biological effects of E. oleifera oil-resin.

Acknowledgement

The authors are grateful to Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPq), and Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas
(FAPEAM) for financial support of this research. ESL is member of the INCT of Processes
Redox in Biomedicina-Redoxoma (MCT/CNPqg). APAB received a grant from

DCR/CNPg/FAPEAM. FAT received a grant from FAPEAM.



76

References

Aki, H.; Yamamoto, M. Drug binding to human erythrocytes in the process of ionic drug-
induced hemolysis: Flow microcalorimetric approaches. Biochemical Pharmacology,
v.41,n.1, p. 133-138, 1991.

Almeida, M. R. et al. Genotoxicity assessment of Copaiba oil and its fractions in Swiss mice.
Genetics and Molecular Biology, v. 672, p. 664-672, 2012.

Artacho-Cordon, F. et al. Matrix metalloproteinases: Potential therapy to prevent the
development of second malignancies after breast radiotherapy. Surgery Oncology, V.
21, p. 143-151, 2012.

Barreiro, E. J.; Fraga, C. A. M.; Quimica medicinal: as bases moleculares da acdo dos
farmacos, 1. ed. Ed. Artmed: Porto Alegre, 2001.

Briganti, S. et al. Azelaic acid reduced senescence-like phenotype in photo-irradiated human
dermal fibroblasts : possible implication of PPARc. Experimental Dermatology, n. 18,
p. 41-47,2013.

Cao, H. et al. Quercetin exerts anti-melanoma activities and inhibits STAT3 signaling.
Biochemical Pharmacology, v. 87, n. 3, p. 424-434, 2014.

Cavalcanti, B. C. et al. Genotoxicity evaluation of kaurenoic acid, a bioactive diterpenoid
present in Copaiba oil. Food Chemical Toxicology, v. 44, p. 388-392, 2006.

Comelli, J. et al. Rupture point analysis of intestinal anastomotic healing in rats under the
action of pure Copaiba (Copaifera langsdorfii) oil. Acta Cirurgica Brasileira, p.362-
367, 2010.

Corréa, A. G.; Taxol: da descoberta ao uso terapéutico. Quimica Nova, v. 18, p. 460-467,
1995.

Costa-Lotufo, L. V. et al. A Contribuicdo dos Produtos Naturais como Fonte de Novos
Farmacos Anticancer : Estudos no Laboratério Nacional de Oncologia Experimental
da Universidade Federal do Ceara. Revista Virtual de Quimica, v. 2, n. 1, p. 47-58,
ago. 2010.

Cowan, R. S. A monograph of the genus Eperua (Leguminosae: Caesalpinioideae).
Washington: Smithsonian Contributions to Botany, n.28, 45p. 1975.

Ducke, A. Notes on the wallaba trees (Eperua Aubl.). Yale University: School of Forestry.
Tropical Woods, New Haven, v.62, p. 21-28, 1940.

Finn, N. A.; Findley, H. W.; Kemp, M. L. A Switching Mechanism in Doxorubicin
Bioactivation can be exploited to control doxorubicin toxicity. PLoS Computacional
Biology, v. 7, n. 9, 2011.



77

Freshney, R. 1. In: Culture of animals Cells: A Manual of Basic Technique. 5. ed. New York:
Wiley-Liss, 2005. 580 p.

Fullar, A. et al. Tumor cell and carcinoma-associated fibroblast interaction regulates matrix
metalloproteinases and their inhibitors in oral squamous cell carcinoma. Experimental
cell research, v. 318, n. 13, p. 1517-27, 1 ago. 2012.

Gongcalves, O. et al. Evaluation of the mutagenicity of sesquiterpenic compounds and their
influence on the susceptibility towards antibiotics of two clinically relevant bacterial
strains. Mutation Research, v. 723, p. 18-25, 2011.

Gopinath, D. et al. Dermal wound healing processes with curcumin incorporated collagen
films. Biomaterials, p.1911-1917, may. 2004.

Gournelis, D.; Vidal-Tessier, A. M.; Delaveau, P. Resin of Eperua grandiflora (Aublet)
Benth.(Caesalpiniaceae). Annales Pharmaceutiques Francaises, v. 43, n. 6, p. 565-
572, 1986.

Grenand, P.; Moretti, C.; Jacquemin, H. Pharnzacopées traditioiielles eil Guyane. Créoles,
Palikui; Waydpi. Editions de I'ORSTOM. Collection Mémoires n. 108. Paris. p.
177/261/347/393, 1987.

Hong, M. J. et al. Inhibitory effect of Astragalus membranaceus root on matrix
metalloproteinase-1 collagenase expression and procollagen destruction in ultraviolet
B-irradiated human dermal fibroblasts by suppressing nuclear factor kappa-B activity.
Pharmacy and Pharmacology, p. 142-148, 2013.

Hour, M.J. et al. Antitumor effects of the novel quinazolinone MJ-33: Inhibition of metastasis
through the MAPK, AKT, NF-kappaB and AP-1 signaling pathways in DU145 human
prostate cancer cells. Institute of Journal Oncology, v. 41, p.1513- 1519, 2012.

Huang, S. et al. Zinc-Chelation Contributes to the Anti-Angiogenic Effect of Ellagic Acid on
Inhibiting MMP-2 Activity, Cell Migration and Tube Formation. PLoS One, v. 6, n. 5,
2011.

Hwang, Y. P. et al. Saponins from the roots of Platycodon grandiflorum suppress ultraviolet
A-induced matrix metalloproteinase-1 expression via MAPKs and NF-xB/AP-1-
dependent signaling in HaCaT cells. Food and chemical toxicology, v. 49, n. 12, p.
3374-82, dez. 2011.

Jouneau, S. et al. Role of matrix metalloproteinases ( MMPs ) in cystic fibrosis. Matrix
Metalloproteinases in Tissue Remodelling and Inflammation, p. 71-80, 2008.

Kim, J. et al. Nobiletin Suppresses MMP-9 Expression through Modulation of p38 MAPK
Activity in Human Dermal Fibrobalsts. The Pharmaceutical Society of Japan, v. 37, n.
1, p. 158-163, 2014.

Kim, J.-A. et al. Antiphotoaging effect of chitooligosaccharides on human dermal fibroblasts.
Photodermatology, photoimmunology & photomedicine, v. 28, n. 6, p. 299-306, dez.
2012.



78

Kim, M. S. et al. The effects of a novel synthetic retinoid, seletinoid G, on the expression of
extracellular matrix proteins in aged human skin in vivo. Clinical Chemical Acta, v.
362, 161-169, 2005.

Kishimoto, Y. et al. Ascorbic acid enhances the expression of type 1 and type 4 collagen and
SVCT2 in cultured human skin fibroblasts. Biochemical and biophysical research
communications, v. 430, n. 2, p. 579-84, 11 jan. 2013.

Leandro, L. M.; Veiga Junior, V. F. O género Eperua Aublet: Uma revisdo. Scientia
Amazonia, v. 1, n. 2, p. 14-22, 2012.

Liao, Y.F.; Rao, Y. K.; Tzeng, Y.M. Aqueous extract of Anisomeles indica and its purified
compound exerts anti-metastatic activity through inhibition of NF-xB/AP-1-dependent
MMP-9 activation in human breast cancer MCF-7 cells. Food and chemical
toxicology, v. 50, n. 8, p. 29302936, ago. 2012.

Lim, S. H. et al. Luteolin suppresses UVB-induced photoageing by targeting JNK1 and p90
RSK2. Journal of cellular and molecular medicine, v. 17, n. 5, p. 672-680, may 2013.

Lunardi, I. et al. Synthesis of ( —) - and ( + ) -hyrtiosal and their C-16 epimers. Tetrahedron
Letters, v. 43, p. 3609-3611, 2002.

Man, X.-Y. et al. CD109, a TGF-B co-receptor, attenuates extracellular matrix production in
scleroderma skin fibroblasts. Arthritis research & therapy, v. 14, n. 3, p.144, jan.
2012.

Miller, J. S. The Discovery of Medicines from Plants: A Current Biological. Economic
Botany, v. 65, n. 4, p. 396-407, 2011.

Nakayama, G. R. et al. Assessment of the Alamar blue assay for cellular growth and viability
in vitro. Journal of Immunological Methods, n. 204, p. 205-208, 1997.

Newman, D. J.; Cragg, G. M. Natural products as sources of new drugs over the last 25 years.
Journal of Natural Products, v. 70, n. 3, p. 46177, mar. 2007.

Ohsaki, A. Y. et al. The isolation and in vivo potent antitumor activity of clerodane
diterpenoid from the olAFEOResin of the Brazilian medicinal plant, Copaifera
langsdorfi Desfon. Medicinal Chemical Letters, v. 4, p. 2889-2892, 1994.

Okada, M. et al. Levosimendan inhibits interleukin-1p-induced cell migration and MMP-9
secretion in rat cardiac fibroblast. European Journal of Pharmacology, v. 718, p. 332-
339, 2013.

Park, G. et al. Sauchinone , a Lignan from Saururus chinensis , Protects Human Skin
Keratinocytes against Ultraviolet B-Induced Photoaging by Regulating the Oxidative
Defense System. The Pharmaceutical Society of Japan, v. 36, n. 7, p. 1134-1139,
2013.



79

Park, G. et al. Sauchinone, a Lignan from Saururus chinensis, Protects Human Skin
Keratinocytes against Ultraviolet B-Induced Photoaging by Regulating the Oxidative
Defense System. Biological Pharmacology, v. 36, n. 7, p. 1134-1139, 2013.

Philips, N. et al. Beneficial regulation of matrixmetalloproteinases and their inhibitors,
fibrillar collagens and transforming growth factor-beta by Polypodium leucotomos,
directly or in dermal fibroblasts, ultraviolet radiated fibroblasts, and melanoma cells.
Archives of Dermatological Research, v. 301, n. 7, p. 487-95, aug. 2009.

Pita, Jodo Carlos. Avaliacdo da atividade antitumoral e toxicidade do trachylobano-360 de
Xylopia langsdorffiana St. Hil. & Tul. (Annonaceae). 2010. 105 f. Dissertagédo
(Mestrado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) - Laboratorio de Tecnologia
Farmacéutica, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa.

Ratnikov, B. I.; Deryugina, E. I.; Strongin, A.Y. Gelatin zymography and substrate cleavage
assays of matrix metalloproteinase-2 in breast carcinoma cells overexpressing
membrane type-1 matrix metalloproteinase. Laboratory Investigation, v.82, n.11,
p.1583-90, 2002.

Samwald, M. et al. Integrating findings of traditional medicine with modern pharmaceutical
research: the potential role of linked open data. Chinese Medicine, v. 5, n. 1, p. 43, jan.
2010.

Sekiguchi, Y. et al. Anti-proliferative effects of Salacia reticulata leaves hot-water extract on
interleukin-1B- activated cells derived from the synovium of rheumatoid arthritis
model mice. BMC Research Notes, v. 198, n. 5, p. 1-6, 2012.

Sharma, V.; Sarkar, I. N. Bioinformatics opportunities for identification and study of
medicinal plants. Briefings in bioinformatics, v. 14, n. 2, p. 238-50, mar. 2013.

Siveen, K. S.; Kuttan, G. Inhibition of B16F-10 melanoma-induced lung metastasis in
C57BL/6 mice by Aerva lanata via induction of apoptosis. Integrative cancer
therapies, v. 12, n. 1, p. 81-92, jan. 2013.

Tappin, M. et al. Andlise quimica para a padronizacdo do 6leo de copaiba por cromatografia
em fase gasosa de alta resolucdo. Quimica Nova, v. 27, p. 236-240, 2004.

Veiga Junior, V. F.; Pinto, A.C. O. Género Copaifera L. Quimica Nova, v 25, p 273-286,
2002.

Viegas, C.; Bolzani, V. S.; Barreiro, E. J. Os produtos naturais e a quimica medicinal
moderna. Quimica Nova, v. 29, n. 2, p. 326-337, 2006.

Vieira, S. A.L. Efeito do laser de baixa poténcia na cicatrizacdo de feridas cuténeas
experimentais. Dissertacdo (mestrado em Promoc¢do de Saude)- Universidade de
Franca, Sao Paulo, 2006.



80

Yamaguchi, K. et al. Atividades biologicas dos 6leos essenciais de Endlicheria citriodora,
uma lauraceae rica em geranato de metila. Quimica Nova, v. 36, n. 6, p. 826-830,
2013.

Yamamoto, T.; Yamamoto, K. Accelerator of collagen production. US 2005/0004217 Al.
United States Patent Application Publication, Jan. 2005.



81

7. CONCLUSAO

A fracdo acida do oleo-resina de E. oleifera apresentou elevada citotoxicidade nas

linhagens celulares ndo tumorais de fibroblastos (MRC-5) e queratindcitos (HaCaT).

O tratamento com a fracéo &cida do 6leo-resina promoveu altera¢cdes morfologicas nas
células MRC-5 e apresentou efeitos inibitorios na proliferacdo celular. Foi observado
um discreto aumento na producdo de coldgeno de células FPH 24 horas ap6s o

tratamento.

A fracdo acida do o6leo-resina inibiu a atividade gelatinolitica das colagenases. Porém,
no ensaio com células HaCaT a inibi¢do da atividade das MMP-2 e MMP-9 nao foi
significativa. Houve inibicdo da expresséo proteica de MMP-1 nos tratamentos com o

Oleo-resina em células fibroblasticas (MRC-5).

A fracdo acida do oleo-resina foi citotoxico contra as linhagens neoplasicas testadas,
com maior efetividade nas células Sk-Mel-19, HCT116 e MCF-7. Contudo, ndo
apresentou potencial citotoxico seletivo, com valores de Clsy aproximados para as
células neoplésicas e ndo-neopléasicas.

Quando incubado com eritrocitos de camundongos Swiss, a fracdo acida do oOleo-
resina de E. oleifera apresentou elevado potencial hemolitico. Nas células MRC-5, a

fracdo acida do dleo induziu efeitos genotdxicos, nas maiores concentracdes.
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