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1. INTRODUCAO

A ayahuasca (AYA) € uma bebida de origem amerindia, também conhecida
como Santo-Daime, utilizada em rituais reliosos xamanicos. Essa bebida é feita a
partir da coccdo do cipd Banisteriopsis caapi e das folhas do arbusto Psycotria
viridis sendo que nesse cip6 ha alcaloides [B-carbolinas inibidores da enzima
Monoamina Oxidase (MAO) (MCKENNA, TOWERS, ABBOT, 1984), tais como a
harmina, harmalina e tetrahidroharmina as quais recebem esses nomes, pois
foram identificadas pela primeira vez na planta Peganum harmala. Segundo
SCHENBERG (2013) h& nove casos de pessoas com céancer que buscaram
tratamento através da AYA, e relataram algum tipo de beneficio ao faze-lo.

O céncer € uma das principais causas de morte no mundo, sendo o
Glioblastoma multiforme (GBM) um dos mais comuns tumores cerebrais
primarios. Atualmente, o tratamento consiste em cirurgia seguido de radioterapia
juntamente com o quimioterapico Temodal® (BUTOWSKI et al, 2006). Apesar da
existéncia deste tratamento, a sobrevida de pacientes acometidos por este tipo de
tumor é de 12 meses (VILLODRE, 2010), sendo necessaria a busca por novas
modalidades terapéuticas capazes de inibir o desenvolvimento do tumor. Neste
contexto, o objetivo deste trabalho foi realizar uma avaliagdo preliminar dos
efeitos da B-carbolina harmalina encontrada no cha da AYA em cultivo de células
tumorais C6 de glioma de ratos.

2. METODOLOGIA

2.1 Cultivo de linhagem celular

Linhagens de glioma de rato C6 foram obtidas da American Type Culture
Collection (ATCC) e mantidas em meio DMEM suplementado com 5% de soro
fetal bovino (SFB). Apés atingirem uma confluéncia de 90% as células foram
semeadas em uma densidade de 5x103 células por poco e mantidas em estufa
umidificada a 37°C com 5% de COs..

2.2 Cultivo primario de astrocitos

Ratos Wistar neonatos (1-2 dias), provenientes do Biotério Central da UFPel,
foram utilizados para a obtencdo dos astrocitos corticais, conforme descrito por
GOTTFRIED (2009), os quais foram semeados em placas de 96 po¢cos em uma
densidade de 3x10* células por poco e mantidos em meio DMEM suplementado
com 10% de SFB. As células foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO:2 e
atmosfera umidificada durante 15 dias, realizando-se trocas periddicas de meio
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até serem expostos ao tratamento de interesse. E importante ressaltar que todos
os procedimentos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (5151).

2.3 Tratamento com harmalina

As células de glioma C6 foram tratadas nas concentracdes de 1, 5, 10, 25,
50 e 100 pg/mL durante 72h com a B-carbolina harmalina previamente diluida em
DMSO 0,5%. Enquanto o cultivo primério de astrocito foi exposto as
concentracfes de 50 e 100 pg/mL da harmalina durante 72h. Células tratadas
apenas com o veiculo DMSO 0,5% foram utilizadas como controle.

2.4 Teste de citotoxicidade celular
A viabilidade celular da linhagem de glioma C6 e cultivo primario de
astrocitos exposta a harmalina ou veiculo foi determinada mediante o teste
colorimétrico de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT).
O ensaio baseia-se na avaliacdo da atividade mitocondrial de células viaveis pela
reducdo do sal MTT a cristais de formazan, o qual foi eluido em DMSO e os
valores da absorbéancia foram determinados a 492 nm.

2.5 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica utilizando o
programa GraphPadPrism 5, e analisados por ANOVA de uma via e post-hoc de
Tukey. Os dados foram considerados significativos quando P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Nesse trabalho os resultados mostraram uma reducdo significativa da
viabilidade celular das células C6 do glioma de rato expostas a harmalina, sendo
possivel observar uma atividade citotoxica nas concentracdes de 10, 25, 50 e 100

ug/mL, respectivamente em 20%, 58%, 65% e 66%, respectivamente,
comparadas ao grupo controle (Figura A).
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Figura A: Avaliacdo da atividade citotéxica de linhagem de glioma de rato C6 exposta a B-
carbonila harmalina por 72h mediante teste de MTT. Dados expressos como média + erro padréo,
analisados por ANOVA seguido de post-hoc de Tukey (P<0,05). ***diferenca significativa quando
comparado ao grupo controle DMEM (P<0.0001).
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Além disso, ao avaliar o perfil citotoxico sobre astrécitos corticais, a
viabilidade celular foi mantida quando comparada ao grupo controle,
demonstrando que a harmalina ndo apresenta citotoxicidade contra células ndo
transformadas (Figura B).
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Figura B. Avaliacdo da atividade citotdxica de cultivo de astrécito exposto a B-carbonila harmalina
por 72h mediante teste de MTT. Dados expressos como média + erro padrdo, analisados por
ANOVA seguido de post-hoc de Tukey (P<0,05).

Diversos estudos retratam o potencial do efeito antitumoral da harmalina.
ZAKER; OODT; ARIMAND (2007), demonstraram que harmalina foi capaz de
induzir morte celular em linhagem de células Leucemia promielocitica humana
(HL60) de maneira dose dependente. Ja JIMENEZ et al. (2008) evidenciaram o
importante efeito citotoxico de linhagens tumorais humana de carcinoma cervical
(HeLa e C33A) e carcinoma de célon (SW480) expostas a harmalina.

Além disso, dados da literatura revelam que a harmalina é capaz de inibir a
proliferagdo celular induzindo morte celular via apoptose sobre modelo
experimental de carcinoma gastrico in vivo e in vitro (linhagem SGC-7901)
(WANG et al, 2015) e linhagem de carcinoma de mama (MDA-MB-231)
(SHABANI et al., 2015).

Neste contexto, os resultados do presente trabalho estdo de acordo com
dados da literatura que demonstram importante perfil citotoxico do alcalbide
harmalina sobre células tumorais. Deste modo, considerando o arsenal
terapéutico insuficiente para a terapia antiglioma, podemos inferir que a exposi¢ao
in vitro da harmalina apresenta um efeito citotéxico seletivo para células tumorais
de glioma.

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstram interessante perfil citotéxico da harmalina
sobre células tumorais de glioma. Em contrapartida, a exposicao desta f-
carbonila sobre células de astrociticas ndo causou citotoxicidade, revelando assim
um elevado potencial terapéutico da hamalina no desenvolvimento de tratamentos
clinicamente Uteis contra tumores malignos.
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