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RESUMO

O céancer é um dos principais problemas relacionados a saude na atualidade,
sendo uma das principais causas de morte no mundo, com uma crescente incidéncia.
Diante desse cenério, a comunidade cientifica tem se esforcado para buscar alternativas
gue amenizem a problematica, como a busca de novas possibilidades terapéuticas,
tratamentos e compostos ativos. Dentro dessa busca, as plantas tém sido uma
alternativa promissora, pela grande variedade de substancias ativas. A familia
Amaryllidaceae é alvo de estudos devido a presenca de diversos alcaloides com
atividade biologica, onde em algumas espécies foram observados potencial efeito
antitumoral. Embora haja alguns estudos na familia, ainda existem espécies ndo
estudadas, como a Crinum scabrum. Desse modo, este trabalho teve como objetivo
avaliar a atividade antitumoral in vitro da espécie. Para isso, foram testados em ensaio
de viabilidade celular com o corante resazurina, 0 extrato bruto, extrato metandlico e
fracao acetato de etila, assim como o alcaloide isolado crinamina em linhagens celulares
K562 (leucemia mieloide crénica), KG1 (leucemia mieloide aguda), e B16F10
(melanoma). As linhagens foram adicionadas em placas de 96 pogos, na densidade
1x10%, seguido pela adicdo dos extratos e alcaloide e incubadas por 48 horas a 37°C e
5% de COs2. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda de
570 e 600nm. Foi usado como controle ndo tumoral as células da linhagem NIH/3T3
(fibroblastos de camundongos), o farmaco antineoplasico doxorrubicina como controle
de morte (CM) e a célula em meio de cultura como o controle de vida (CV). Para melhor
interpretagcdo dos resultados, foi calculada a concentracao inibitdria e citotoxica para 50%
das células (Clso e CCso) por meio de regressao néo linear com auxilio do programa
GraphPad Prism 5.0. O indice de seletividade foi calculado pela razdo de CCso por Clso.
Dentre os compostos testados, 0 extrato metanodlico e a crinamina apresentaram 0s
melhores resultados, reduzindo a viabilidade celular das linhagens KG1 e K562, com alto
indice de seletividade (177,94 e >23,25 para o extrato; e 287,35 e 79,43 para a
crinamina) e baixa acéao citotdéxica em linhagem de fibroblasto de camundongo (NIH/3T3)
(CCso >1000 pg/ml e >1000 pM, respectivamente para 0 extrato e crinamina), se
mostrando promissores para mais estudos como alternativas terapéuticas. Ademais,
estudos sobre a caracterizacdo fitoquimica mais detalhada da espécie, assim como a
identificacdo das substancias que podem estar associadas a atividade antitumoral
observada, os alvos moleculares envolvidos e o provavel mecanismo de acdo, também
devem ser avaliados em trabalhos futuros.

Palavras-chave: neoplasias; alcaloides; plantas; sobrevivéncia celular.



ABSTRACT

Cancer is one of the most important health problems today, being one of the main
causes of death in the world, with an increasing incidence. Faced with this scenario, the
scientific community has made efforts to seek alternatives that alleviate the problem, such
as the search for new therapeutic possibilities, treatments and active compounds. Within
this search, plants have been a promising alternative, due to the wide variety of active
substances. The family Amaryllidaceae has been the target of studies due to the
presence of several alkaloids with biological activity, where potential antitumor effects
have been observed in some species. Although there are some studies on the family,
there are still unstudied species, such as Crinum scabrum. The aim of this study was to
evaluate the antitumor activity of the species in vitro. To this end, the crude extract,
methanolic extract and ethyl acetate fraction, as well as the isolated alkaloid crinamine,
were tested in a cell viability assay with dye resazurin on cell lines K562 (chronic myeloid
leukemia), KG1 (acute myeloid leukemia) and B16F10 (melanoma). The strains were
added to 96-well plates at a density of 1x104, followed by the addition of the extracts and
alkaloid and incubated for 48 hours at 37°C and 5% CO2. Readings were taken on a
spectrophotometer at wavelengths of 570 and 600nm. Cells of the NIH/3T3 lineage
(mouse fibroblasts) were used as the non-tumor control, the antineoplastic drug
doxorubicin was used as a death control (CM), and cells in culture medium were used as
a life control (CV). To better interpret the results, the inhibitory and -cytotoxic
concentrations for 50% of the cells (Clso and CCso) were calculated using non-linear
regression with the aid of the GrandPad Prism 5.0 program. The selectivity index was
calculated as the ratio of CCspo to Clso. Among the compounds tested, the methanolic
extract and crinamine showed the best results, reducing the cell viability of the KG1 and
K562 lines with a high selectivity index (177,94 and >23,25 for the extract; and 287,35
and 79,43 for crinamine) and low cytotoxic action in the mouse fibroblast line (NIH/3T3)
(CCs0 >1000 pg/ml and >1000uM, respectively for the extract and crinamine), showing
promise for further studies as therapeutic alternatives. In addition, studies on the more
detailed phytochemical characterization of the species, as well as the identification of
substances that may be associated with the antitumor activity observed, the molecular
targets involved and the probable mechanism of action, should also be evaluated in future
work.

Keywords: neoplasms; alkaloids; plants; cell survival.
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1 INTRODUCAO

O cancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas, que apresentam
como caracteristica comum o crescimento desordenado de células e a capacidade de
invadir tecidos. Existem diferentes fatores relacionados ao desenvolvimento do cancer,
estes sao divididos em causas externas e internas. As causas externas sdo as
relacionadas ao meio ambiente, como o tabagismo, alcoolismo, radiacéo ultravioleta,
infeccbes, alimentacdo ndo saudavel, inatividade fisica e obesidade, estes
compreendem cerca de 80% a 90% dos casos, enquanto as causas internas sdo as
relacionadas a condi¢Bes genéticas, imunologicas e hormonais (INCA, 2020).

Nos ultimos anos, tem ocorrido um aumento consideravel nos casos de cancer:
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, 1 a cada 5 pessoas desenvolvera cancer
durante algum momento na vida, e 1 a cada 9 homens ou 1 a cada 12 mulheres morrem
devido a doenca. No ano de 2022 foram registrados aproximadamente 20 milhdes de
casos novos e 9,7 milhdes de mortes pela doenca. A previsdo é que em 2050, sejam
registrados 35 milhdes de novos casos, 0 que representa um aumento de cerca de 77%
(OMS, 2024).

No Brasil, a incidéncia prevista para o triénio 2023-2025, é de 704 mil novos casos
por ano. Destes os mais incidentes sdo os canceres de pele ndo melanoma (31,3%),
mama (10,5%), prostata (10,2%), célon e reto (6,5%), pulméao (4,6%) e estbmago (3,1%).
As leucemias ocupam a 112 posicdo, com estimativa de 11.540 casos novos por ano,
sendo o 6° mais frequente nas regides norte e nordeste. O cancer de pele melanoma é
0 16°, apresentando estimativa de 8.980 casos novos (INCA, 2022a).

Diante dessa epidemiologia, cientistas e pesquisadores tem se dedicado a
estudos buscando alternativas para a prevenc¢ao e novos tratamentos para o cancer (LIM
et al., 2019). Dos medicamentos usados atualmente na oncologia, aproximadamente
metade provém de fontes naturais (NEWMAN; CRAGG, 2020). Dessa forma, fica
evidente a importancia do estudo de plantas para o desenvolvimento de novos
medicamentos oncoldgicos.

A familia Amaryllidaceae vem sendo utilizada ha milhares de anos (TALLINI et al.,
2024a), com uso recomendado na antiguidade por Hipocrates de Kos (pai da medicina)
para o tratamento de tumores (VAN GOIETSENOVEN et al., 2013). Essa familia
apresenta cerca de 80 géneros e 1.600 espécies (SCOBEYEVA et al., 2021), distribuidas
mundialmente, com maior prevaléncia em locais como Brasil, Argentina, México, Sudao
e Senegal (PAIVA et al., 2023). Existem diversas atividades biologicas ja descritas, como
propriedades antifingicas, antibacterianas, antivirais, antimalaricas, anti-inflamatérias e

antitumorais, além da inibi¢cdo da acetilcolinesterase e butirilcolinesterase (GASCA et al.,



2020; HAVELEK et al., 2017; TALLINI et al., 2021).

Na espécie Crinum scabrum, foram identificados por meio de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas a presenca de 21 alcaloides
isoquinolinicos. Destes a crinamina foi o alcaloide considerado mais abundante
(VIGAMONTE, 2021). Embora diversas plantas da familia Amaryllidaceae tenham sido
estudadas, ndo foram encontrados estudos sobre a atividade antitumoral da espécie
Crinum scabrum, assim como a atividade do alcaloide crinamina em linhagens de células
tumorais K562 (leucemia mieloide cronica), KG1 (leucemia mieloide aguda) e B16F10
(melanoma). Desse modo, o0 presente estudo teve como proposito avaliar a atividade
antitumoral da espécie e do alcaloide isolado, nas linhagens mencionadas, buscando

assim um avango em novas estratégias do tratamento oncologico.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 CARCINOGENESE

A proliferacdo desordenada de células, principal caracteristica do cancer, surge
como consequéncia de mutacdes genéticas (causada por diversos fatores, como
exposicdo a agentes carcinogénicos). E um processo que pode demorar anos e ser
resultado de um efeito cumulativo. Para que a célula perca o controle de uma proliferacéo
‘normal”, e passe para uma proliferacdo exacerbada, ocorrem mutagdes nos chamados
proto-oncogenes (inativos em células normais) ou nos genes supressores de tumor. Os
proto-oncogenes sao genes relacionados ao estimulo mitogénico, enquanto os genes
supressores de tumor apresentam o efeito oposto, sdo responsaveis por inibir a
proliferacéo celular (INCA, 2020; WEINBERG, 2014).

Uma célula normal responde a sinais extracelulares para proliferar. No céancer,
guando ocorre uma mutacdo em um proto-oncogene, esses genes sao ativados e
transformam-se em oncogenes, que independentemente de um estimulo externo induz
a proliferacdo continua. J& uma mutacdo nos genes supressores de tumor, gera a
inabilidade de inibir essa proliferacdo celular. Ambos resultam em uma proliferacao
celular desordenada (INCA, 2020; WEINBERG, 2014).

Durante a carcinogénese, a célula passa a desenvolver uma série de
caracteristicas especiais, que contribuem para o crescimento e a proliferagdo do tumor.
Essas caracteristicas, sdo conhecidas como “Hallmarks do cancer” (Hallmarks = marcas
registradas ou marcadores, em inglés). Alguns exemplos sdo a resisténcia a morte
celular, sinalizagdo proliferativa sustentada, escape imunologico, imortalidade

replicativa, instabilidade e mutacédo do genoma (Figura 1).



Figura 1 - Hallmarks do cancer.
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Fonte: (HANAHAN, 2022).

2.2 LEUCEMIA

A leucemia € um tipo de cancer que ocorre quando uma célula sanguinea imatura
na medula 6ssea sofre uma mutacdo genética, transformando-se em uma célula
cancerosa. Essa célula é capaz de se multiplicar rapidamente, de modo que as células
saudaveis da medula passam a ser substituidas por essas células anormais (INCA,
2022b). Comumente esse processo tem origem desconhecida, porém alguns fatores
podem estar relacionados, como tabagismo, fatores genéticos e hereditarios, exposicéo
a agentes cancerigenos, infeccdes por EBV e HTLV, além de tratamento prévio com
radioterapia ou quimioterapia (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2024a; INTERNATIONAL
AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2024). Ja foram classificados mais de 12 tipos de
leucemias, a principal classificagdo é feita de acordo com o tipo celular acometido:
mieloide ou linfoide; e pela caracteristica de crescimento: aguda (rdpido) e cronica
(lento). Dessa forma, os principais tipos de leucemia sao: leucemia mieloide aguda
(LMA), leucemia mieloide crénica (LMC), leucemia linfoide aguda (LLA) e leucemia
linfoide cronica (LLC) (ABRALE, 2022; INCA, 2022b).

Alternativas atuais de tratamento das leucemias englobam: quimioterapias,
tratamento alvo especifico (como o uso de inibidores da tirosina quinase na LMC),
imunologicos, medicamentos orais e o transplante de medula éssea quando necessario
(INCA, 2022b).

2.3 MELANOMA
O melanoma é um tipo de cancer de pele, que tem origem nos melandcitos, ou

seja, acontece quando estas células passam a proliferar de forma descontrolada. E
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considerado dentre os canceres de pele, 0 mais agressivo, devido a alta possibilidade

de metastase. As alteragbes e mutacdes genéticas estdo relacionadas ao
desenvolvimento do melanoma, seja por alteracdes nos genes supressores de tumor,
nos proto-oncogenes ou nos genes de reparo do DNA. Existem diversos fatores de risco
associados ao melanoma, como: exposicao a luz ultravioleta, presenca de muitas pintas,
pele mais clara, historia familiar e pessoal, idade avancada e sistema imunolégico
suprimido (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2024b; INCA, 2022c).

O tratamento de cancer melanoma em estagios iniciais é cirargico. Em casos mais
avancados, podem ser utilizados terapias alvo, radioterapia, imunoterapia e
guimioterapia (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2024b; INCA, 2022c).

2.4 Amaryllidaceae

A familia Amaryllidaceae apresenta uma série de plantas que vem sendo
estudadas, principalmente devido a presenca de alcaloides com atividades bioldgicas
(MARTINS DE PAIVA et al., 2024). Dentre esses alcaloides, podem ser destacados a
licorina, galantamina, homolicorina, narciclasina, crinina e hemantamina (BASTIDA;
LAVILLA; VILADOMAT, 2006; MATHIEU et al., 2022; PAIVA et al., 2023).

A galantamina € o alcaloide mais conhecido, devido ao seu uso regulamentado
para a doenca de Alzheimer, atuando como inibidor da acetilcolinesterase (PAIVA et al.,
2023). Outros efeitos dos alcaloides dessa familia ja foram observados, como potencial
no tratamento de ansiedade e depresséo, doenca de chagas, acdo anti-helmintica, no
combate a larvas de Aedes aegypti e como composto neuroprotetor (AZIZ et al., 2014;
MARTINEZ-PEINADO et al.,, 2022; NASIR et al.,, 2022; NEERGAARD et al., 2009;
OMORUYI et al., 2021).

Muitos desses alcaloides como a crinina, licorina, narciprimina, montanina e
galantamina também tem se demostrado promissores na busca de novas alternativas na
oncologia (MARTINS DE PAIVA et al., 2024; MATHIEU et al., 2022; TALLINI et al.,
2024a). Um ponto a ser destacado além da atividade bioldgica direta, € a possibilidade
da combinacgéo com terapias oncoldgicas ja existentes, que pode promover um aumento
do efeito citotdéxico na célula tumoral, e gerar sensibilizagédo celular, logo uma alternativa
a quimiorresisténcia (DASARI et al., 2022; LI et al., 2022; MARTINS DE PAIVA et al.,
2024; NAIR; VAN STADEN, 2018; WANG et al., 2023; ZHANG et al., 2021). Porém
estudos também apontaram mecanismos de resisténcia induzidos pela combinacéo
desses compostos com alguns farmacos, sendo esse entdo um ponto a ser analisado
com mais cautela (CAO et al., 2013; MARTINS DE PAIVA et al., 2024).

Embora diversos efeitos positivos possam ser percebidos, efeitos téxicos também
tém sido observados, como dor abdominal, diarreia, ndusea, alteracdes respiratérias,
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cardiovasculares e neurolégicas, além de uma possivel toxicidade hepatica e renal em

algumas condi¢cdes. Sendo assim necessarios mais estudos para estabelecer o uso

seguro de tais compostos (PAIVA et al., 2023).

2.5 Crinum scabrum

No género Crinum, pertencente a familia Amaryllidaceae, algumas espécies
também vém sendo estudadas, e ja foram relatados diversos efeitos, como anti-
helmintico, neuroprotetor, inibidor da acetilcolinesterase e antitumoral por induzir
apoptose e parada do ciclo celular além de acdo antiproliferativa (AZIZ et al., 2014;
CORTES et al., 2015; “Tropicos”, 2024; HABLI et al., 2017; LIM et al., 2019; LIU et al.,
2004, 2009; MARTINS DE PAIVA et al., 2024). A familia também é reconhecida pela
presenca de flavonoides, compostos fendlicos e glicosideos, mas o destaque ainda esta
na atividade dos alcaloides (LOPEZ et al., 2002; VIGAMONTE, 2021). Todavia, ainda é
escasso na literatura dados sobre uma caracterizagao fitoquimica completa da espécie,
porém alguns alcaloides ja foram relatados, como a licorina, crinamina e 6-
hidroxicrinamina (REICHERT, 1938; JEFFS et al., 1985). Em um estudo mais recente, foram
identificados 21 alcaloides através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas, desta identificacdo a crinamina foi considerada a mais abundante
(VIGAMONTE, 2021).

A crinamina isolada de Crinum asiaticum, uma espécie diferente do género
Crinum, se mostrou ativa em células de cancer cervical, com inducdo de apoptose
independente de danos ao DNA, supressdo da angiogénese, inibicdo do crescimento e
reducdo da migracdo celular, onde foi sugerida a possibilidade do seu uso para a
guimioprevengdo ou composto alternativo para o tratamento do céncer cervical
(KHUMKHRONG et al., 2019). Estudos sobre a acdo da espécie Crinum scabrum e do
alcaloide crinamina em linhagens tumorais como K562, KG1 e B16F10 ainda sé&o

escassos, de modo que néo foram encontrados na literatura.

3 JUSTIFICATIVA

O cancer é uma das principais causas de morte no mundo, ocupando na maioria
dos paises a primeira ou segunda posi¢do. Nos ultimos anos, tem sido observado um
aumento na incidéncia e mortalidade pela doenca, sendo classificada como o principal
problema de saude pubica mundial (INCA, 2022a; SUNG et al., 2021).

Segundo os dados do Observatério Global do Cancer da Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer (IARC), em 2022, ocorreram 487 mil casos novos de leucemia, com
305 mil mortes. Para o melanoma, foram 331 mil casos novos, com 58 mil mortes

(GLOBOCAN, 2022). Diante desse cenario, é possivel perceber, que mesmo com os
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tratamentos atuais, as leucemias e o0 melanoma ainda representam um alto nimero de

mortes, fazendo-se necessario a busca por novas alternativas que amenizem a
problemética.

As plantas da familia Amaryllidaceae apresentam grupos exclusivos de alcaloides,
com mais de 650 isolados até o momento (BASTIDA; LAVILLA; VILADOMAT, 2006;
BERKOV et al., 2020). Essas plantas sdo destagues para farmacologistas no mundo,
com importancia na descoberta de novos medicamentos (PAIVA et al., 2023). Diversos
estudos de citotoxicidade com essa familia tem sido realizados devido ao seu potencial
de combater células tumorais, com efeitos ja demostrados em algumas linhagens
celulares, com acdo citotdxica seletiva, protecdo contra o estresse oxidativo, efeito
antiproliferativo e inducdo da apoptose, além da atividade anti-inflamatoéria que pode
influenciar o microambiente tumoral (MARTINS DE PAIVA et al., 2024; MASI et al., 2019;
PAIVA et al., 2023; TAYOUB et al., 2018; TRUJILLO et al., 2023; WANG et al., 2021).

Embora diversas plantas da familia tenham sido estudadas e demostrado
resultados promissores, na literatura ndo foram encontrados estudos recentes sobre o
potencial antitumoral da espécie Crinum scabrum, assim como do seu alcaloide
crinamina nas linhagens K562, KG1 e B16F10. Desse modo, este trabalho teve como
objetivo analisar a atividade antitumoral da espécie e do seu alcaloide em linhagens

celulares de leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide crénica e melanoma.

4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a atividade antitumoral do extrato bruto, extrato metandlico e fracao

acetato de etila da planta Crinum scabrum, assim como do alcaloide isolado crinamina.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a viabilidade celular das linhagens de células tumorais K562
(leucemia mieloide crénica), KG1 (leucemia mieloide aguda) e B16F10
(melanoma) tratadas com os extratos de Crinum scabrum e com o
alcaloide isolado crinamina.

o Avaliar a citotoxicidade dos extratos de Crinum scabrum e da crinamina
em células da linhagem NIH/3T3 (fibroblastos de camundongos).

e Calcular a concentracéo inibitéria média (CI150) e concentracéo citotoxica
meédia (CC50).

e Estimar a seletividade das amostras quanto as linhagens tumorais.

5 METODOLOGIA
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5.1 EXTRATOS E ALCOIDE ISOLADO

O extrato bruto (EB), extrato metandlico e a fracdo acetato de etila (FAc) da planta
Crinum scabrum foram elaborados e gentilmente cedidos pelo Departamento de Quimica
da Universidade Federal do Espirito Santo. Brevemente, as partes frescas da planta
foram secas em estufa para facilitar a trituracdo. O material triturado foi entdo submetido
a trés ciclos de maceracédo utilizando metanol como solvente. O metanol, por sua
polaridade, € capaz de extrair uma ampla variedade de compostos, incluindo os
alcaloides de interesse. Ap0Os cada ciclo, o extrato liquido foi filtrado para separar o
material sélido. Em seguida, o solvente foi evaporado a vacuo, resultando no extrato,
para analises quimicas e testes biolégicos (FEU, 2024). O alcaloide crinamina foi obtido
por meio de extracdo acido-base, isolado e purificados por diferentes ferramentas
cromatograficas. O alcaloide foi identificado por métodos cromatograficos e
espectroscopicos, conforme trabalhos anteriores (TALLINI et al., 2024b). As amostras
foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO — Sigma-Aldrich, USA) estéril na concentracéo
de 100 mg/mL e armazenadas em geladeira (4°C) até o uso nos experimentos de

viabilidade.

5.2 ATIVIDADE ANTITUMORAL

As células das linhagens K562 (leucemia mieloide cronica), KG1 (leucemia
mieloide aguda) e B16F10 (melanoma) cultivadas em meio RPMI (Sigma-Aldrich/EUA),
contendo soro bovino fetal a 10% (Cultilab/Brasil), 10 Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL
de estreptomicina (Sigma-Aldrich/EUA) foram distribuidas em placas de 96 pocos em
condicbes padronizadas, com densidade celular de 1x10* Os extratos nas
concentracbes de 1000 a 1,56 pg/ml foram adicionados aos poc¢os. As placas foram
incubadas a 37°C com 5% de CO2 por 48 horas. Apés esse periodo, a viabilidade das
células foi avaliada pela adicdo de resazurina (Sigma-Aldrich/EUA) e leitura em
espectrofotometro SpectraMax M-Series Microplate Reader (Molecular Devices, USA)
do Laboratorio de Bioguimica Geral e de Microorganismos do Instituto de Biociéncias da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (INBIO-UFMS) em comprimento de onda
de 570 e 600 nm. Para este ensaio, também foram utilizados o Laboratério de Biologia
Molecular e Culturas Celulares da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Alimentos e
Nutricdo (FACFAN) e o Laboratério de Parasitologia Humana (INBIO). O calculo da
porcentagem de viabilidade foi feito para cada concentracdo do extrato em relagdo ao
controle de vida (contendo apenas as células e o meio). O controle de morte foi o farmaco
antineoplasico doxorrubicina nas concentracdes de 0,078 a 5 uM. Para este ensaio de

atividade antitumoral, também foram utilizados o Laboratério de
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5.3 CITOTOXICIDADE

As células da linhagem NIH/3T3 (fibroblastos de camundongos) cultivadas em
meio RPMI (Sigma-Aldrich/EUA), contendo soro bovino fetal a 10% (Cultilab/Brasil), 10
Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich/EUA) foram
distribuidas em placas de 96 pocos em condi¢cdes padronizadas contendo os extratos
nas concentracdes de 15,125 a 1000 pg/ml e incubadas a 37°C com 5% de CO2 por 48
horas. ApGs esse periodo, foi realizada a avaliagdo da viabilidade pela adicdo de
resazurina (Sigma-Aldrich/EUA) e leitura em espectrofotbmetro SpectraMax M-Series
Microplate Reader (Molecular Devices, USA) do Laboratorio de Bioquimica Geral e de
Microorganismos (INBIO-UFMS), em comprimento de onda de 570 e 600 nm. Além do
laboratorio em questédo, os ensaio foram realizados no Laboratorio de Biologia Molecular
e Culturas Celulares (FACFAN) e no Laboratério de Parasitologia Humana (INBIO). A
porcentagem de viabilidade foi calculada para cada concentracdo em relacdo ao controle
de vida (contendo as células e meio). O controle positivo de morte foi feito com uso de
doxorrubicina nas concentragdes de 0,078 a 5 pM.

5.4 ANALISE ESTATISTICA
Os experimentos foram realizados em quadruplicata. Foi utilizado o teste de
ANOVA e poés-teste de Tukey, para comprar variancias, com auxilio do programa
GraphPad Prism 5.0. Os valores da concentragdo inibitéria para 50% das células (Clso)
e concentragédo citotoxica para 50% das células (CCso) foram obtidos por regresséo nao
linear dos resultados, e o indice de seletividade (IS) foi obtido pela razdo de CCso por
Clso.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 ATIVIDADE DOS EXTRATOS

Nos ensaios realizados, foram avaliados a atividade antitumoral do extrato bruto,
extrato metanolico e a fracdo acetato de etila. Ambos reduziram a viabilidade das
células das linhagens K562 (leucémica mieloide crbnica), KG1 (leucemia mieloide
aguda) e B16F10 (melanoma) em relagéo ao controle de vida (Figura 2). Dentre os
extratos, o0 metandlico se destacou por apresentar o melhor resultado nas linhagens
leucémicas, principalmente na linhagem KG1 (onde em uma concentracdo 10 vezes
menor ao extrato bruto, ainda gerou efeito semelhante). Em contraste, na linhagem
B16F10, o extrato bruto e a fracado acetato de etila tiveram acdo mais evidente que o
extrato metandlico. Em comparacdo com a doxorrubicina (controle de morte), os
extratos em diversas concentragdes distintas apresentaram uma reducao da viabilidade

mais evidente, porém vale mencionar que a concentracao da doxorrubicina testada, foi
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em sua maioria inferior, por se tratar de um composto com citotoxicidade elevada, o que

inviabiliza o seu uso em altas concentragdes.

Figura 2. Atividade antitumoral do extrato bruto (EB), extrato metanélico (EM), fracdo acetato de etila
(FAc) e doxorrubicina nas linhagens celulares K562 (A, B, C e D), KG1 (E, F, G e H) e B16F10 (I, J, L,
M). *, ** e *** sjgnificam p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente. (One-way ANOVA e pos-teste de
Tukey).

EB Crinum scabrum EM Crinum scabrum FAc Crinum s cabrum

Doxorrubicina

% viabiidade

% viabiidade

% viabiidade
% viabilidade

Ak AR
A Ky K
R S EEEE PSS BT

concentragio (pg/mL) concentragdo (pg/mL) concentragio (pg/mL)

concentragao (uM)

. F G H
E EB Crinum scabrum EM Crinum scabrum FAc Crinum scabrum

Doxeorrubicina

% viabilidade
% viabilidade
% viabilidade
% viabilidade

& b £ &
Glu—“’b NN
concentracio (uM)

concentragao (pg/ml)
concentragio (ug/mL) concentragao (pg/mL)

EB Crinum scabrum EM Crinum scabrum FAc Crinum scabrum Doxorrubicina

% viabilidade

% viabiidade

% viabilidade
% viabilidade

é\‘;«s J’ &P PSS :;‘\';«& JEE PSS

concentragio (pg/mL) concentragio (pg/mL) concentracao ( pg/mL)

concentragio (M)

Fonte: autoria prépria, 2024.

A citotoxicidade em célula ndo tumoral também foi avaliada, através da linhagem
celular NIH/3T3 (fibroblasto murino) (Figura 3). Embora os extratos tenham provocado
reducdo da viabilidade celular nas linhagens tumorais testadas, o extrato bruto e a
fracdo acetato de etila também causaram uma reducgéo na viabilidade das células ndo
tumorais, apontando uma acao citotoxica em linhagem nédo tumoral. Dessa forma, o
perfil de seguranca para o uso desses dois extratos deve ser avaliado com maior
cautela, tendo em vista também os efeitos toxicos ja observados anteriormente na
familia (Paiva et. al., 2023). O extrato metandlico porém, ndo apresentou reducao
significativa da viabilidade celular até a concentracdo de 500 pg/ml. Indicando
seletividade sobre as linhagens tumorais, tendo em vista ser este, o extrato que

apresentou melhor atividade nas células leucémicas (figura 2).
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Figura 3. Citotoxicidade do extrato bruto (EB), extrato metandlico (EM) e fracdo acetato de etila (FAc)

em linhagem NIH/3T3. *, ** e *** gjgnificam p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente.
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Fonte: autoria prépria, 2024.

Foi realizada ainda uma regressdo nao linear, e calculadas as concentragdes
inibitérias para 50% das células (CI50) e concentracfes citotdéxicas para 50% das
células (CC50), além do indice de seletividade (resultados expressos na Tabela 1). Para
o presente trabalho, foi considerada como seletivo o indice de seletividade com valor
superior a 2 (agédo 2 vezes mais seletiva sobre a linhagem tumoral) ou superior ao da

doxorrubicina.

Tabela 1: Resultados de Cl.,, CC., e indice de seletividade das amostras de Crinum scabrum

Amostra CI50 K562 (ug/mL)  CC50 fibroblastos NIH/3T3 (pg/mL) indice de seletividade (IS)
EB Crinum scabrum 49,28 50,97 1,03
EM Crinum scabrum 43,09 >1000 >23,25
FAc Crinum scabrum 64,76 20,13 0,31
Doxorrubicina 3,72 4,67 1,25
Amostra CI50 KG1(pug/mL)  CC50 fibroblastos NIH/3T3 (ug/mL) indice de seletividade (IS)
EB Crinum scabrum 25,11 50,97 2,03
EM Crinum scabrum 5,62 >1000 177,94
FAc Crinum scabrum 31,62 20,13 0,64
Doxorrubicina 1,99 4,67 2,35
Amostra CI50 B16F10 (pug/mL) CC50 fibroblastos NIH/3T3 (pg/mL) indice de seletividade (IS)
EB Crinum scabrum 177,83 50,97 0,29
EM Crinum scabrum 562,34 >1000 1,78
FAc Crinum scabrum 177,82 20,13 0,11

Doxorrubicina 2,15 4,67 2,17
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Cl..: concentragao inibitéria de 50% das células; CC..: concentragéao citotoxica em 50% das células NIH/3T3;
IS: indice de seletividade, obtido pela razao entre CC,, e Cl..

Em suma, com base nos valores da tabela 1, € possivel confirmar que o extrato
metandlico apresentou o melhor perfil de atividade, com um excelente perfil de
seletividade frente as linhagens tumorais K562 e KG1 (indice de seletividade >23,25
para K562 e de 177,94 para KG1. Dessa forma, tal extrato apresenta agédo sobre as
células da linhagem tumoral KG1 em uma concentragcdo 177 vezes menor que a
citotoxica para a célula ndo tumoral testada. Os demais extratos, embora tenham
mostrado atividade frente as linhagens testadas, apresentaram consideravel
citotoxicidade, de modo que o indice de seletividade foi em maioria relativamente
baixos. A fracdo acetato de etila foi a mais citotéxica na linhagem de fibroblasto murino,
apresentando em todas as linhagens testadas CI50 superior ao CC50, ou seja, uma
concentracdo superior a citotoxica € necesséaria para causar o efeito esperado nas
células tumorais. E importante mencionar que a linhagem B16F10 apresentou 0 maior
perfil de resisténcia frente a todos os extratos testados.

O metanol é um solvente de alta polaridade, que pode ser usado para a extracao
direta de alcaloides presentes de materiais vegetais. Porém, podem estar presentes no
extrato metandlico outros grupos metabdlicos vegetais, como flavononas, flavonadis,
aurona, chalconas e flavondides glicosilados, tendo em vista a sua capacidade de
também extrair tais substancias (Simdes et. al., 2021). Além da atividade antitumoral
descrita para os alcalodeis da familia, flavondides e derivados cumarinicos (compostos
ndo alcaloides) de outras espécies do genéro Crinum foram ativos em linhagens
tumorais HeLa e A431 (MASI et al., 2019; PAIVA et al., 2023; TALLINI et al., 2024a).
Dessa forma, a andlise quimica e caracterizacdo do extrato ainda se faz necesséria, a
fim de identificar as substancias presentes que podem estar relacionadas ao efeito

antitumoral observado.

6.2 ATIVIDADE DA CRINAMINA

A atividade antitumoral do alcaloide isolado crinamina foi testada sobre as
linhagens K562, KG1 E B16F10 (Figura 5). A crinamina apresenta o0 esqueleto
isoquinolinico em sua estrutura, assim como 0s principais alcaloides destacados da
familia Amaryllidaceae, divergindo dos demais principalmente em relagcdo aos
grupamentos quimicos e substituintes ligados ao esqueleto isoquinolinico e alteracdes
na cadeia quimica (VIGAMONTE, 2021).

Figura 4. Alcaloide crinamina.
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Crinamina

Fonte: Vigamonte, 2021.

No ensaio realizado nas linhagens tumorais K562 e KG1, a crinamina reduziu a
viabilidade celular nas concentracdes testadas, em relacdo ao controle de vida (contendo
apenas as células no meio de diluicdo). Para a linhagem B16F10 ndo houve reducao
significativa da viabilidade das células em concentracdes inferiores a 500 uM, indicando

possivel resisténcia da linhagem frente ao composto.

Figura 5. Atividade antitumoral da crinamina nas linhagens celulares K562 (A), KG1 (B) e B16F10 (C). *,
** @ ***x gjgnificam p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente. (One-way ANOVA e pos-teste de Tukey).

A Crinamina B Crinamina C Crinamina

% viabilidade

R R

concentragao (uM) concentragio (uM) concentragao (uM)

Fonte: autoria prépria, 2024.
O alcaloide também foi avaliado quanto a citotoxicidade na linhagem celular

NIH/3T3. Onde nas concentracbes até 500uM ndo houve reducado significativa da
viabilidade celular do controle ndo tumoral (Figura 6), indicando seletividade as linhagens
tumorais avaliadas.

Figura 6: Avaliacdo da citotoxicidade da crinamina na linhagem NIH/3T3. *, ** e *** significam p<0,05,

p<0,01 e p<0,001, respectivamente.
150+
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Fonte: autoria propria, 2024.

Assim como para os extratos, a CI50, CC50 e o indice de seletividade também

foram calculados (Tabela 2).
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Tabela 2: Resultados de Cl.,, CC., e indice de seletividade da amostra do alcaldoide da Familia
Amaryllidaceae.

Alcaléide  CI50 K562 (uM) CC50 fibroblastos NIH/3T3 (uM) indice de seletividade (IS)
Crinamina 12,59 >1000 79,43
Doxorrubicina 3,72 4,67 1,25

Alcaldide CI50 KG1 (uM) CC50 fibroblastos NIH/3T3 (uM) indice de seletividade (IS)
Crinamina 3,48 >1000 287,35
Doxorrubicina 1,99 4,67 2,35

Alcaldide CI50 B16 (M) CC50 fibroblastos NIH/3T3 (uM) indice de seletividade (IS)
Crinamina 1333,52 >1000 0,75

Doxorrubicina 2,15 4,67 2,17
Cl.: concentragdo inibitéria de 50% nas células; CC.: concentra¢do citotoxica em 50% das células
NIH/3T3; IS: indice de seletividade, obtido pela razdo entre CCs € Cls.

De acordo com a tabela 2, é possivel observar que o valor de CI50 da crinamina
nas linhagens KG1 e K562 foi consideravelmente baixo (3,48 e 12,59 uM,
respectivamente), em relacdo ao CC50 da linhagem NIH/3T3, que foi superior a 1000
MM, Desse modo, a concentracdo necessaria para o efeito observado na linhagem KG1
€ 287 vezes menor em relacdo a concentracdo para causar efeito toxico na célula ndo
tumoral, e 79 vezes em relacdo ao efeito da linhagem K562 frente a célula ndo tumoral.
Para termos de comparacao, a doxorrubicina apresentou seletividade de 1,25 e 2,35 nas
linhagens K562 e KG1, respectivamente, o que representa uma grande diferenca do
indice de seletividade do alcaloide (79,43 na linhagem K562 e 287,35 na linhagem KGI).
Assim, a crinamina se mostrou evidentemente mais seletiva as linhagens tumorais
mencionadas, do que a prépria doxorrubicina. A seletividade observada corrobora com
o descrito em um outro estudo que também apontou efeito seletivo de outros alcaloides
da mesma familia sobre linhagens celulares diferentes (HABLI et al., 2017; MARTINS
DE PAIVA et al.,, 2024). Logo, o alcaloide em questdo exibiu atividade antitumoral
significativa nas linhagens KG1 e K562, sendo uma alternativa promissora para futuros

estudos de agentes com potencial anticancer.

7 CONSIDERACOES FINAIS

O extrato metandlico e a crinamina mostraram atividade antitumoral significativa nas

linhagens de leucemia mieloide aguda (KG1) e leucemia mieloide crénica (K562),
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reduzindo a viabilidade celular, com um alto indice de seletividade sobre as linhagens

tumorais, frente a linhagem nao tumoral testada (NIH/3T3). Corroborando assim com
os estudos anteriores que destacaram a presenca de componentes ativos nas espécies
da familia Amaryllidaceae. Os demais extratos, embora tenham reduzido a viabilidade
celular das linhagens testadas, apresentaram citotoxicidade consideravel na linhagem
nao tumoral testada, exigindo maior investigacdo quanto ao perfil de seguranca. A
linhagem B16F10 (melanoma), foi mais resisténcia frente aos extratos testados, em
relacdo ao observado nas outras linhagens. Desse modo, estudos futuros ainda séo
necessarios, e podem elucidar a caracterizacdo fitoquimica completa da espécie
Crinum scabrum, identificar as substancias presentes no extrato metandlico, e que
podem estar relacionadas a reducdo da viabilidade observada nas células tumorais,
além de investigar os provaveis alvos moleculares e mecanismos de acdo associado.
Ademais, tais estudos também podem avaliar a atividade sobre outras linhagens
tumorais e ndo tumorais, ainda nao testados. Diante do cenério atual e crescente do
cancer, o presente trabalho identificou atividade anticancer promissora do extrato
metandlico de Crinum scabrum e do alcaloide crinamina (presente em abundancia na
espécie). Contribuindo de forma significativa na busca por novos compostos ativos e
novas possibilidades terapéuticas, permitindo que estudos futuros sejam desenvolvidos
como alternativas para amenizar a problematica e contribuir em estratégias no avango

do tratamento oncoldgico.
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