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Introducao

Milhares de plantas contendo triterpenos pentaciclicos, tém sido empregadas
na medicina. Tais substancias tém despertado o interesse, devido ao amplo
espectro de atividades bioldgicas (OVESNA; VACHALKOVA; HORVATHOVA,
2004). Também classificados como fitoestérois estes compostos representam
importancia estrutural nas membranas celulares das plantas. Nesse contexto, o
triterpeno Lupeol, tem-se destacado no cenario cientifico, principalmente no que
tange aos estudos envolvendo a descoberta de compostos antitumorais e
antiinflamatorios. (SALEEM, 2009).

O Lupeol é encontrado em varios vegetais como uvas, morangos, manga,
azeite e figo (ERAZO et al., 2008; SALEEM, 2009). Trabalho realizado por Moraes
(2007) verificou a presenca de Lupeol nas cascas do caule de uma planta tipica do
Cerrado brasileiro, Pterodon emarginatus Vogel. conhecida como Sucupira-Branca.

Varias investigacOes tém sido realizadas para avaliar a acdo do Lupeol frente
a células tumorais (SALEM,2009) . Foi verificada a indugdo de apoptose em células
de leucemia mieldide aguda HL-60, reducdo da viabilidade das células 451 Lu e
WM35 (SALEM et al., 2008). Foram observados ainda efeitos citotoxicos nas
linhagens Vero, B1gF10 e HEp-2 (BADAMI et al., 2003), inibicdo de células em
crescimento de melanoma em camundongos e células leucémicas, inducdo da
apoptose Fas-mediada em cancer de prostata (SIDDIQUI et al.,,2007). Cmoch
(2008) verificou a inducdo da morte de linhagens celulares de varias origens
histopatolégicas incluindo: Leucemia T-linfoblastica CEM, Carcinoma de Mama
MCF-7, Carcinoma de Pulmdo A-459, Mieloma Mdultiplo RPMI 8226, Carcinoma
Cervical HeLa e Melanoma maligno G361, quando estas foram tratadas por um
periodo de 72 horas.

Diante do exposto, e por ndo existrem estudos com mecanismos

farmacéuticos de entrega para o Lupeol, o presente trabalho avaliou e comparou o



efeito citotéxico do Lupeol e do Lipossoma contendo Lupeol em células leucémicas
K-562, além de verificar a sobrevida de camundongos quando estes foram tratados
com o Lupeol.

Materiais e Métodos

Obtencdo do Lupeol e Lipossoma

O isolamento do Lupeol foi realizado a partir do extrato etandlico bruto das
cascas do caule de P. emarginatus coletas no municipio de Bela Vista-GO, a
espécie foi identificada pelo Prof. Dr. José Realino de Paula e a exsicata encontra-se
depositada no Herbario da Universidade Federal de Goias sob n. 27.155. Para a
obtencdo do Lupeol procedeu-se a particdo liquido-liquido do extrato, seguida de
coluna cromatogréafica da fracdo hexanica. Os Lipossomas contendo Lupeol foram
fornecidos pelo FarmaTec- Laboratorio de Nanotecnologia da Universidade Federal
de Goias.

Linhagens Celulares

Foi utilizada a linhagem humana K-562, proveniente do “American Type
Culture Cell Colection”, Rockville, Maryland, USA. Tais células foram mantidas em
cultura em meio RMPI-1640 (Sigma ™, St. Louis,MO) suplementado com 10% de
soro bovino fetal (Cultilab ™) e 1% de L-glutamina, eritromicina e estreptomicina
(Sigma) em estufa com 5% de CO, e temperatura controlada de 37 °C

A linhagem Tumoral de Ehrlich foi mantida nas dependéncias do laboratério
através de passagens sucessivas, intraperitoniais, entre animais.

Avaliacdo do potencial citotéxico

Para realizacdo do estudo de citotoxicidade sobre células leucémicas K-562,

as quais apresentam fenétipo de resisténcia a farmacos, foi empregado o método

de viabilidade por azul de tripano que avalia a integridade da membrana. Para o
ensaio, as células (1X10°) foram incubadas em placas de 96 pocos em estufa Umida
com 5% de CO,, por 24, 48 e 72 horas. O teste foi realizado em triplicata, com dois
experimentos independentes. Oito concentracdes de Lupeol e Lipossoma foram
testadas variando de 100 — 0,78 pg/mL. ApOs os respectivos tempos de incubacéo,
as células viaveis foram contadas em microscopio o6ptico, utilizando Camara de
Neubauer. A partir dos dados obtidos foram construidos os graficos e calculadas as

concentragdes inibitorias (ICsp) utilizando o Software GraphPad Prism 5.0



Realizacdo da curva de sobrevida

O estudo dos efeitos do tratamento com Lupeol foi realizado através da
avaliagdo da curva de sobrevida em camundongos Swiss (Comité de Etica
137/2009) inoculados com o tumor Ehrlich (6x10° células) apés tratamento com
diferentes concentragcées. As concentragcfes administradas intraperitonealmente
foram de 500, 250 e 125 mg/Kg. Cada grupo foi composto de 6 animais. O
tratamento com Lupeol ocorreu durante 10 dias e os animais foram analizados por
30 dias. Iniciado o tratamento, os animais foram observados diariamente e as mortes
de cada animal dos diferentes grupos foram registradas. A partir dos resultados foi
construida a curva de sobrevida de Kaplan Meier, utilizando o Software GraphPad
Prism 5.0
Resultados e Discusséo

O efeito da citotoxicidade do Lupeol e Lipossomas contendo Lupeol, em
células k-562, pode ser observado nas Figuras 1.a, 1.b e 1.c. No tempo de 24 horas
0 ICsp para o Lupeol e Lipossoma foi de 85,72 uM e 14,90 uM, em 48 horas de 70,70
UM e 9,61 uM, e em 72 horas de 65,54 uM e 4,77 uM, respectivamente.
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Figura 1.a, 1.b e 1.c - Viabilidade celular em K-562 apds 24, 48 e 72 horas, respectivamente apos
exposi¢do ao Lupeol e Lipossomas contendo Lupeol em diferentes concentragdes (100 — 0,78 pg/mL)
pelo método azul de tripano. Cada ponto representa a média da triplicata + DP.

A partir dos resultados é possivel inferir que a entrega do triterpeno nas
células tumorais ocorreu maneira concentracao-tempo-dependente. A terapia com
antineoplasicos causa toxicidade sistémica, resultando em citotoxidade para as
células normais. Uma estratégia alternativa para estes inconvenientes é o uso de
lipossomas como carreadores de farmacos antineoplasicos. (MAMOT et al., 2003),
gue de forma seletiva podem aumentar o efeito citotdxico sobre as células tumorais,
como observamos.

Através da curva de sobrevida (Figura 2), foi possivel observar que o
tratamento com o Lupeol nas concentragdes utilizadas aumentou a sobrevida dos
mesmos de maneira concentracdo tempo-dependente quando comparados ao
controle. A concentracdo de 500 mg/kg promoveu um aumento de 50% na sobrevida

em relagao ao controle. Curva de Sobrevida Lupeol
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Figura 2 - Curva de sobrevida (Kaplan-Maier) de animais inoculados com tumor ascitico de Ehrlich

e tratados com Lupeol (125; 250 e 500 mg/kg/dia) por dez dias consecutivos. Log-rank (P=0,0001).
Conclusbes

Em conclusao, os dados apresentados sugerem que o Lupeol
apresenta relevante atividade antitumoral in vitro e in vivo. E que o Lipossoma
contendo Lupeol aumentou de forma significativa o efeito antitumoral. O
desenvolvimento de lipossomas contendo Lupeol emerge com inUmeras

possibilidades, entre as quais o tratamento do cancer.
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