UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE BAURU

VANESSA SVIZZERO FAKHOURY

Evaluation of Myrcia bella in murine osteosarcoma cells:
effect of the crude extract and fractions of ellagitannins
and flavonoids

Avaliacdo de Myrcia bella em células de osteossarcoma
murino: efeito do extrato bruto e fracdes de elagitaninos e
flavonoides

BAURU
2020






VANESSA SVIZZERO FAKHOURY

Evaluation of Myrcia bella in murine osteosarcoma cells:
effect of the crude extract and fractions of ellagitannins
and flavonoids

Avaliacdo de Myrcia bella em células de osteossarcoma
murino: efeito do extrato bruto e fracdes de elagitaninos e
flavonoides

Dissertacdo  constituida por artigo
apresentada a Faculdade de Odontologia
de Bauru da Universidade de Sao Paulo
para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias no Programa de Ciéncias
Odontolégicas Aplicadas, na area de
concentragdo Estomatologia e Biologia
Oral.

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Cardoso de
Oliveira

BAURU
2020



Fakhoury, Vanessa Svizzero

Evaluation of Myrcia bella in murine osteosarcoma
cells: effect of the crude extract and fractions of
ellagitannins and flavonoids / Vanessa Svizzero
Fakhoury — Bauru, 2020.

71 p.:il.; 31cm.

Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Odontologia
de Bauru, Universidade de Sao Paulo, 2020.

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Cardoso de Oliveira

Autorizo exclusivamente para fins académicos e cientificos, a
reprodugdo total ou parcial desta dissertacdo/tese, por processos
fotocopiadores e outros meios eletronicos.

Assinatura:

Data:




ERRATA






FOLHA DE APROVACAO






DEDICATORIA

A Deus, pela minha vida e por tudo o que ela me

proporciona.

Ao meus pais, Eduardo e Elenice e minha irma Renata
pelo amor e carinho incondicional. Por sempre estarem ao meu
lado, me apoiando e incentivando em todos os momentos de

minha vida. Dedico tudo isso a vocés.

A todos os amigos de pesquisa e laboratério que sempre
me acolheram tdo bem e tanto me ajudaram durante meu

mestrado.






AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por tudo! Por mais uma etapa concluida com
sucesso em minha vida. Por me dar forgas, saude e alegria todos os dias para

enfrentar mais um dia de vida. Obrigada!l

Aos meu pais € minha irma por serem a melhor familia que eu poderia ter. Por
nos estarmos sempre unidos e eles me darem forgas para eu continuar em qualquer

projeto de minha vida. Amo vocés do fundo do meu coragéo.

Aos meus amigos da cultura celular Dri, Ana, Cintia, Gabi, Mari, Kelly e Adriana!
Por me auxiliarem nos experimentos e sempre me ajudarem nos momentos que eu
mais precisei, pelas inesqueciveis risadas e pelos momentos maravilhosos que
tivemos juntos. Em especial agradego a Cintia e ao Adriano por tanto conhecimento
transmitido e pela paciéncia ao me ensinarem tudo o que aprendi. Podem ter certeza
que a bagagem é gigante e sera muito bem utilizada. Obrigada de coragao por tudo,

carrego todos vocés em um lugar especial!

Ao meu orientador professor Rodrigo, pela orientagédo e incentivo que me deu
desde o principio. Por ser sempre tdo atencioso e prestativo com todas as minhas
duvidas e questionamentos. Por acreditar em mim e me ajudar o que tanto obijetivei

ao chegar na FOB-USP. Obrigada imensamente pela confiancga.

Aos amigos que o laboratorio me deu Vini, Line, Tata, Na, Ta, Even, Nath, Ju...
Foi tao incrivel compartilhar minha rotina com vocés! Obrigada pela amizade, pelas
risadas, momentos de relax enquanto o laboratério estava naquela correria, pelas

ajudas, saidas e por eu sempre poder contar com vOcés.

A Lari e a Thel pelas conversas, orientagdes e todos os conhecimentos
transmitidos que vocés passaram a mim! Obrigada por tantos conselhos e ajudas

quando mais precisei. S6 tenho a agradecer voceés.

Aos professores da disciplina de Bioquimica Ana Carolina Magalhaes, Marilia
Afonso Rabelo Buzalaf e Rodrigo Cardoso de Oliveira. Obrigada pelos valiosos

ensinamentos e atengao para com todos os alunos.






Aos colaboradores Anne Ligia Dokkedal, Luiz Leonardo Saldanha e Fernanda
Melo da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP, pela ajuda

na realizagao deste estudo.

A secretaria do Departamento Dalva Ribeiro de Oliveira, por ser sempre tao
solicita. Por toda ajuda, apoio e orientagdes. Obrigada por toda atencéo prestada a

mim e aos demais alunos da pés.

A todas as pessoas que de forma direta ou indireta contribuiram para a

realizagao deste trabalho, deixo os meus sinceros agradecimentos.

Agradeco a Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo -
FAPESP pela bolsa de pesquisa concedida, processo n° 2017/26261-6. A bolsa
concedida pela instituicdo de fomento foi indispensavel para que a pesquisa

alcancasse os resultados aqui apresentados.

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenagao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cdédigo de

Financiamento 001.

Agradeco também a faculdade de Odontologia de Bauru-FOB/USP por ter
utilizado as dependéncias da instituicado e todos os equipamentos para a realizacao

deste projeto de mestrado.






“Va firme na diregdo das suas metas,
porque o pensamento cria,

o desgjo atrai e a fé realiza”.

(Lauro Trevisan)






RESUMO

O osteossarcoma (OS) é o tipo mais comum de cancer que se desenvolve nos 0Ssos,
caracterizado pela formagao de ostedcitos anormais. Os fitoquimicos estdo surgindo
consistentemente no campo da saude médica com implicagdes terapéuticas
promissoras, devido a resisténcia aos medicamentos na taxa de cura na quimioterapia
em osteossarcoma. As plantas medicinais compdem parte da biodiversidade e séo
abundantemente utilizadas desde a existéncia da humanidade. Entre as espécies
medicinais de destaque do cerrado, encontra-se a Myrcia bella Cambess, da familia
Myrtaceae. Estudos demonstram que espécies do género Myrcia tém sido utilizadas
na medicina popular como adstringentes, diuréticos, no estancamento de
hemorragias, tratamento de hipertenséo e diabetes mellitus e também contra células
de tumor gastrico. Estudos de fitoquimica do extrato hidroalcodlico das folhas de
Myrcia bella (MB) revelaram uma grande quantidade de heterosideos de flavonoides
acetilados derivados de quercetina e miricetina, além de taninos derivados de acido
elagico e acido galico. Deste modo, MB tem demonstrado um promissor potencial
contra diversas alteragdes patoldgicas, sendo necessario o entendimento de sua agao
e confirmacgao de concentragdes seguras. Assim, o presente estudo avaliou os efeitos
de MB sobre células tumorais de osteossarcoma UMR-106 (in vitro). Foram realizados
0s ensaios de viabilidade celular em diferentes concentragdes do extrato bruto (CE)
de folhas de MB e fragbes de elagitanino (ELT) e flavonoide (FV) utilizando a célula
diferenciada osteoblastica MC3T3-E1 como controle e, apds determinadas as
concentragodes, foi avaliado o potencial migratorio, produgao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) das células e ensaios para verificar a atividade de metaloproteinases
de matriz (MMP) -2 e -9 no periodo de 48h. Os resultados em UMR-106 mostraram
que CE 80 upg/mL, ELT 160 pg/mL e FV 64 pg/mL reduziram a viabilidade celular
(p<0,05). Além disso, CE e FV inibiram a migracao celular, diminuiram a producéao de
ROS e reduziram a atividade de MMP-2 e 9. A partir dos resultados obtidos, o CE e
principalmente o FV apresentaram atividade antioxidante e efeito citotoxico sobre a

linhagem celular testada.

Palavras-chave: Myrcia bella. Planta medicinal. Viabilidade Celular. Osteossarcoma.






ABSTRACT

Evaluation of Myrcia bella in murine osteosarcoma cells: effect of the crude
extract and fractions of ellagitannins and flavonoids.

Osteosarcoma (OS) is the most common type of cancer that develops in bone tissue,
characterized by the formation of abnormal osteocytes. Phytochemicals are
consistently emerging in the medical health field with promising therapeutic
implications, due to drug resistance in the cure rate for chemotherapy in osteosarcoma.
Medicinal plants make up part of biodiversity and have been used extensively
throughout the existence of mankind. Among the medicinal species of note in the
Cerrado is Myrcia bella Cambess, from the Myrtaceae family. Studies show that
species of the genre Myrcia have been used in folk medicine as astringents, diuretics,
in stopping bleeding, treating hypertension and diabetes mellitus and also against
gastric tumor cells. Phytochemical studies of the hydroalcoholic extract of the leaves
of Myrcia bella (MB), revealed a large amount of acetylated flavonoid heterosides
derived from quercetin and myricetin, in addition to tannins derived from ellagic acid
and gallic acid. Thus, MB has demonstrated a promising potential against several
pathological alterations, requiring the understanding of its action and confirmation of
safe concentrations. This study evaluated the effects of MB on UMR-106
osteosarcoma tumor cells (in vitro). Cell viability tests were carried out at different
concentrations of crude extract (CE) of MB leaves and ellagitannin (ELT) and flavonoid
(FV) fractions using the MC3T3-E1 differentiated osteoblastic cell as a control, and
then determined concentrations, evaluated the migratory potential, production of
reactive oxygen species from the cells (ROS) and assays to verify the activity of matrix
metalloproteinases (MMP) -2 and -9 in the period of 48h. The results in UMR-106
showed that CE 80 pg/mL, ELT 160 ug/mL and FV 64 ug/mL reduced cell viability
(p<0.05). In addition, CE and FV inhibited cell migration, decreased ROS production
and reduced MMP-2 and 9 activity. From the results obtained, CE and mainly FV

showed antioxidant activity and cytotoxic effect on the tested cell line.

Keywords: Myrcia bella. Medicinal plants. Cell Viability. Osteosarcoma.
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1 INTRODUCAO

O osteossarcoma (OS), tipo mais comum de cancer 6sseo, é o mais frequente
tumor mesenquimal maligno causado por alteragdes genéticas e epigenéticas que
interrompem a diferenciacdo de osteoblastos provenientes de células tronco
mesenquimais, com alto potencial de destruicdo local e metastase (MATOS, 2017).
Em geral, a incidéncia de OS na populagdo € maior na adolescéncia, cuja incidéncia
anual atinge um pico de 8 a 11 milhdes por ano na faixa etaria entre 15 e 19 anos de
idade (RITTER; BIELACK, 2010).

Como os osteoblastos no osso normal, as células que formam este tipo de
cancer produzem a matriz 6ssea, entretanto essa matriz ndo é tao forte quanto a dos
ossos normais (CORREIA et al., 2013). Embora a incidéncia global desta neoplasia
nao seja alta, o osteossarcoma € um dos mais frequentes tumores associados com
outras doengas malignas, sendo sua etiologia multifatorial e a incidéncia maior ocorre
em criangas e jovens (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

Dentro desse contexto, algumas enzimas, como as metaloproteinases de
matriz (MMPs), se destacam por apresentarem algum papel no desenvolvimento ou
progressdo de neoplasias. As metaloproteinases de matriz sdo uma familia de
enzimas zinco-dependentes que degradam a matriz extracelular, consideradas como
importantes facilitadoras para a invaséo e disseminacéo tumoral (JUCA et al., 2008).

Devido a resisténcia aos medicamentos na taxa de cura na quimioterapia com
osteossarcoma, ha uma necessidade urgente de terapéutica melhorada/apurada, afim
de atenuar ou superar a quimiorresisténcia, pois contribuira significativamente para o
tratamento da doenca (XU, 2016).

Existem varios alopaticos eficazes e opgbes de tratamento disponiveis no
mercado, mas todos apresentam algum tipo de efeito colateral. Portanto, ha a
necessidade de estratégias terapéuticas alternativas que possam nido apenas
melhorar o potencial terapéutico, mas também reduzir possiveis efeitos adversos. A
busca por fitoquimicos aumentou devido ao seu potencial uso na terapia como
antioxidantes ou drogas anticancer, com implicagcdes terapéuticas promissoras. Entre
eles, os compostos fendlicos formam o grupo principal. Uma classe de compostos
bioativos, os flavonoides, foram testados contra varias doengas humanas, incluindo

cancer, doengas cardiovasculares, diabetes, disturbios neuroldgicos entre outras. Em
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varios canceres humanos, os flavonoides sdo conhecidos como compostos eficazes
por seu papel fundamental na apoptose, ciclo celular, angiogénese, metastase,
inflamacéo e estresse oxidativo (KASHYAP et al., 2019; SANTOS et al., 2018).

Recentemente, o interesse pelos flavonoides tem aumentado devido a sua
gama de efeitos farmacoldgicos, e a sua capacidade de inibir a atividade de algumas
enzimas, além da sua atividade antioxidante. Os efeitos dos flavonoides sao
reconhecidos como potenciais candidatos para serem utilizados no tratamento de
diversas doencas, como cancer, arteriosclerose, doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer e doengas relacionadas com a
idade. Todos os efeitos dos flavonoides estdo parcialmente associados as
propriedades de sequestro de radicais livres (SALDANHA, 2013). Estes compostos
fendlicos sao classificados por muitos estudos como inibidores de cancer por
manifestar atividades antioxidantes, controlar a proliferacdo celular, bloquear a
angiogénese, modular enzimas do metabolismo carcinogénico e detoxificacdo de
carcinégenos (PEREIRA et al., 2015).

Dentre as diversas plantas existentes no Brasil, uma das espécies que tem
despertado interesse é a Myrcia bella Cambess (Myrtaceae), popularmente conhecida
como “mercurinho”, uma espécie comum e importante em muitos fragmentos do
cerrado, distribuidos no estado de Sdo Paulo. A Myrtaceae € uma familia importante
no cerrado brasileiro, muitas delas com atividades biolégicas relatadas. O género
Myrcia pertence a uma classe fitoquimica de elevada importancia terapéutica
(SALDANHA, 2013).

Estudos de fitoquimica do extrato hidroalcodlico das folhas de Myrcia bella,
revelaram uma grande quantidade de heterosideos de flavonoides acetilados
derivados de quercetina e miricetina (SALDANHA; VILEGAS; DOKKEDAL, 2013),
além de taninos derivados de acido elagico e acido galico, o que atribui a esta espécie
um grande potencial medicinal (MELO; DOKKEDAL; SALDANHA, 2017).

Espécies do género Myrcia tém sido utilizadas na medicina popular como
adstringentes, diuréticos, tratamento do diabetes mellitus, estancamento de
hemorragias e no tratamento de hipertensao e ulceras (VAREDA, 2013).

Na familia Myrtaceae, os fendlicos sdo os metabdlitos secundarios mais
abundantes nas plantas e suas espécies tém a capacidade de acumula-los. Esses
compostos organicos sao importantes antioxidantes de defesa sendo mais potentes
que a vitamina C, E e os carotenoides (TAKAO; IMATOMIB; GUALTIERIA, 2015).
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Para muitos grupos étnicos e comunidades, o conhecimento sobre plantas
medicinais simboliza, na maioria das vezes, o unico recurso terapéutico, sendo
comercializadas livremente em feiras ou mercados. Contudo, esse uso indiscriminado
apresenta um alto risco, pois pouco se sabe sobre suas propriedades farmacoldgicas
e toxicidade (RINALDO, 2010).

Dentre os requisitos fundamentais para o registro de medicamentos
fitoterapicos, deve-se ter o conhecimento da composicdo quimica e da atividade
farmacoldgica da planta, para que se possa estabelecer critérios e metodologias para
analise, controle de qualidade e preparo de formulagdes fitoterapicas (ANVISA, 2010;
SALDANHA, 2013).

Esta dissertacdo é apresentada na forma de um artigo, no qual avaliamos o
efeito das diferentes concentragcées do extrato bruto e fragdes de elagitaninos e

flavonoides de Myrcia bella em células de osteossarcoma (in vitro).
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