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Resumo



Neste trabalho esta descrita a avaliacdo da atividade antiproliferativa in viro dos extratos e
fracdes da Aspidosperma tomentosum Mart, arvore originaria do cerrado, popularmente conhecida
como “peroba do campo”, sendo seu tronco utilizado como madeira e as sementes utilizadas em
trabalhos artesanais. A atividade antiproliferativa foi determinada através do método da
sulforrodamina B (SRB), utilizando cinco linhagens tumorais humanas: K-562 (leucemia), MCF 7
(mama), NCI-ADR (mama, expressando fenotipo de resisténcia a multipla drogas), NCI-460

(pulmao) e UACC-62 (melanoma).

Foram estudadas as atividades antiproliferativas dos extratos diclorometinico e etanolico da

especie vegetal Aspidosperma tomentosum Mart. Os extratos brutos inibiram, de forma



Resumo

concentracdo-dependente, o crescimento das linhagens MCF 7, UACC62, NCI-ADR e NCI-460.
Comparativamente ao extrato etanolico, o extrato diclorometdnico apresentou uma maior
atividade antiproliferativa nestas linhagens inclusive com efeito citocida sobre a linhagem MCF 7,
na concentragdo de 125 ug / mL . Foi constatado que neste ensaio, 0s extratos brutos nao inibiram

significantemente o crescimento da linhagem K-562 na maior concentracao utilizada.

O extrato diclorometanico bruto foi particionado por cromatografia em coluna seca fornecendo as
fracoes denominadas Fragdo Apolar (FA), Fragdo de média polaridade rica em terpenos (FMT),
Fragdo de média polaridade rica em alcaloides (FMA) e a Fragdo Polar (FP). FMT diminuiu de
forma concentragao-dependente o crescimento das linhagens testadas, com maior seletividade para
MCF 7 e NCI-460, enquanto que FP ndo demonstrou seletividade celular, tendo inibido todas as
linhagens de forma concentragdo-dependente, apresentando efeito citocida na concentragao de
125 pg/mL. As fracdes FA e FMA nao apresentaram inibi¢ao significativa nas doses testadas.
Estes dados sugerem que o(s) principio(s) ativo(s) responsavel(eis) pela atividade antiproliferativa

estao concentrados na FMT.
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CItroducio

De acordo com registros encontrados na China e na India, as plantas medicinais foram utilizadas
de forma empirica por mais de 5 mil anos. Os primeiros estudos realizados durante o século XIX
resultaram no isolamento de alguns alcaléides, como por exemplo morfina, estricnina e quinino. A
partir destas descobertas, a avaliacio farmacologica de plantas medicinais foi intensificada

(Hamburguer e Hostettmann 1981).

Ateé meados do século XX, os medicamentos de origem vegetal constituiam a base da terapia
medicamentosa € o desenvolvimento da sintese quimica introduziu rapidamente novas drogas na

terapeutica. A investigagdo de plantas medicinais utilizadas popularmente resultou em alguns
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avangos terapéuticos e atualmente cerca de 50% dos medicamentos utilizados sdao de origem
sintética, 25% sdo provenientes de plantas, isolados diretamente ou produzidos por semi-sintese, a
partir de um precursor vegetal e 0s 25% restantes referem-se as outras fontes de produtos naturais
(marinhos, microbiologicos, entre outros). Alguns exemplos de farmacos obtidos de espécies
vegetais sdo os glicosideos cardioténicos (digitalicos), agentes colinérgicos (pilocarpina),
anticolinérgicos (alcaldides da beladona), analgésicos (Opio), antihipertensivos (reserpina) e

antimalaricos (artemisinina) (Clark 1996; Pezzuto 1997).

O interesse na pesquisa de novas substdncias ativas de origem vegetal tem aumentado
significativamente nos Gltimos anos. Varias empresas privadas e organizagoes governamentais tém
instituido projetos de pesquisa nesta area. E importante salientar que, na década de 70, nenhuma
das maiores empresas farmacéuticas do mundo mantinha qualquer programa de pesquisa na area
de produtos naturais e, atualmente, pelo menos metade delas, tem como prioridade a pesquisa de

novos farmacos a partir de espécies vegetais (Fellows 1995).

Dentre as diversas patologias, as neoplasias estio em destaque, visto que sdo consideradas um
problema de saude publica, pois representam a segunda maior causa de morte por doengas na
maioria dos paises, sendo superadas apenas por aquelas cardiovasculares. A cada ano, segundo
dados da Organizagdo Mundial da Satide (OMS), o cancer atinge 9 milhdes de pessoas, levando a
6bito 5 milhdes de pacientes. Na populagdo mundial, as neoplasias mais prevalentes sdo as de
pulmio entre os homens e as de mama entre as mulheres, sendo que a varia¢do percentual relativa

na incidéncia de cancer nos tltimos 25 anos foi de 75% (Ministério da Saude 1999).
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Ja no Brasil, a partir da década 30, com a queda da mortalidade causada pelas doengas infecciosas
€ parasitarias tém-se observado um perfil de mortalidade similar aquele de paises desenvolvidos. A
ultima informagado sobre a mortalidade no Brasil data de 1997, na qual o Sistema de Informagdes
sobre Mortalidade (SIM) registrou 106.990 mortes por cincer (11,84%) superadas pelas doengas
cardiovasculares (27,63%) e por causas externas (28,67%) (Ministério da Saude 1999). O
aumento da incidéncia de cancer ¢, principalmente, conseqiéncia do aumento da expectativa de
vida da populagdo, pois o aparecimento dessa patologia ¢ favorecido com o envelhecimento do

organismo entre outros (Cairns 1981).

Atualmente, sdo conhecidos mais de cem tipos de cancer, diferenciados pela etiologia, historia
natural e forma de tratamento. Apesar da grande evolugio do conhecimento a respeito deste
conjunto de patologias, tal progresso ndo refletiu de maneira proporcional o desenvolvimento de
técnicas eficazes de prevengdo, tratamento e cura. Em relagdo ao tratamento das neoplasias, a
introducio da quimioterapia aumentou significantemente os indices de cura de alguns tumores, em
especial as neoplasias hematologicas, as quais ndo eram controladas com sucesso pelo emprego da

cirurgia ou radioterapia (Bonadona 1990).

Por outro lado, a existéncia de células neoplasicas que apresentam mecanismos de resisténcia aos
agentes quimioterapicos e a baixa seletividade destes farmacos, resultando em diferentes graus de
toxicidade aos tecidos nio tumorais, sdo fatores limitantes do sucesso do tratamento
antineoplasico. Nas ultimas quatro décadas o desenvolvimento de novos farmacos eficazes no
tratamento de tumores malignos revolucionou o protocolo clinico (Rang e col 1995). O avango na

descoberta de novas drogas antitumorais ocorreu a partir da Segunda Guerra Mundial, com o
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avanco das pesquisas de antibioticos e aprimoramento nas técnicas de cultura de tecido e de

microorganismos (Hamburguer 1981).

Entre os quimioterapicos provenientes de espécies vegetais podemos destacar os alcaloides
obtidos da Catharanthus roseus, conhecida também como Vinca rosea, utilizada pela populagao
de Madagascar no tratamento do diabetes. Durante os testes de atividade hipoglicemiante, os
extratos dessa espécie produziram granulocitopenia em consequéncia da supressdo da medula
Ossea dos animais, sugerindo avaliagdo em modelos de leucemias e linfomas. A confirmacdo da
atividade antitumoral nesses modelos levou ao isolamento da vimblastina e vincristina, as quais sao
de grande utilidade no tratamento tanto de tumores hematologicos (leucemias e linfomas) como de
tumores ditos como solidos (pulmao) (Hamburguer e Hostettmann, 1981; Fellows 1995; Cragg e

Newman 1999).

Outra descoberta importante nesta area foi o paclitaxel (Taxol), isolado da casca do teixo (7axus
baccata e Taxus brevifolia), em 1971 (Wani e col 1971). Estudos clinicos iniciais revelaram que
essa substancia era capaz de regredir o cancer de mama e de ovario, resistentes a terapia
tradicional (Rowinsky e col 1995). Como essa substancia teria que ser extraida de espécies que
levam décadas para o seu crescimento, a introdu¢@o dessa droga na terapéutica so foi possivel a
partir do desenvolvimento da sintese quimica, de extrema complexidade, e pela descoberta de
precursores obtidos de fontes renovaveis. Essas dificuldades adiaram a introdug¢do do paclitaxel na
terapéutica para a década de 90. Além do tratamento do cancer de mama e ovario, essas drogas

estdo sendo avaliadas no cancer de pulmao, eséfago, cabega e pescoco, sendo que atualmente o
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docetaxel € considerado como composto que utilizado isoladamente tem a maior eficicia no

tratamento do cancer de mama metastatico (Cragg e Newman, 1999; Phillipson, 1999).

No final de 1940 foram isolados dois alcaloides de espécies do género Podophyllum, que eram
utilizadas pelas populagdes nativas da América e da Asia no tratamento do cancer de pele e
verrugas. No entanto os resultados experimentais com esses alcaloides ndo foram encorajadores.
Mais tarde, foram obtidos por semi-sintese dois derivados desses alcaldides, a etoposida e a
teniposida, cujos estudos experimentais permitiram a introdugdo dessas drogas na terapia do

cancer (Hamburguer e Hostettmann 1991; Cragg e Newman 1999; Phillipson 1999).

O potencial da descoberta e desenvolvimento de novas drogas a partir de extratos vegetais ainda ¢
considerado pouco explorado. Estima-se que existam cerca de 250 a 500 mil espécies vegetais e
somente 5 a 15% destas foram estudadas do ponto de vista farmacolégico (Graag e Newman
1999). O Instituto Nacional do Cancer (NCI) estudou cerca de 114 mil plantas entre 1960 a 1982,
resultando em 23 substdncias ativas, mas ainda existem 20 mil extratos que deverdo ser
submetidos a testes de avaliagdo da atividade antitumoral (Hamburguer ¢ Hostettmann 1991;

Graag e Newman 1999)

O Brasil possui uma grande diversidade de espécies vegetais localizadas em diferentes regides com
diferentes tipos de vegetagao tais como a Amazonia, a Floresta Atlantica e o Cerrado. O Cerrado
¢ uma regido tipica brasileira ocupando 25% do territorio nacional, sendo encontrado nas regides
Norte, Nordeste, Central ¢ Sul do pais. Nesta regido, a baixa fertilidade do solo e o predominio de
uma longa estaca@o de seca condiciona o desenvolvimento de uma vegetagao peculiar, semelhante a

savana. Seus especimes vegetais sdo de porte baixo, facilitando a coleta e a identificagdo botanica
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(Ferri 1969; Guimardes 1997 e 1980). Por estes motivos estas plantas sdo de facil adaptagdo e

cultivo, podendo assim ser cultivadas em larga escala (Siqueira 1980).

Através da triagem antitumoral de varias espécies vegetais provenientes do Cerrado, realizada na
Divisio de Farmacologia e Toxicologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas
Biologicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) (projeto
FAPESP n°® 95/09607-5), foi selecionada a Aspidosperma tomentosum Mart. (FIGURA 1) para a

realizag¢do deste trabalho.

A Aspidosperma tomentosum Mart. € uma arvore da familia da Apocynaceae que ultrapassa 2,5m
de altura, tronco e ramos recobertos por uma espessa capa, com sulcos de extensdo, podendo
possuir cicatrizes de folhas que cairam. As folhas sdo alternadas, sésseis, oblonga-obovadas e
oblongo-elipticas, fortemente pilosas em ambas as faces, quando adultas atingem 15 cm ou mais.
As flores sdo muito pequenas, tomentosas e reunidas em inflorescéncia cimosas. Os frutos tém
paredes aveludadas e sementes alada. A Planta cortada exuda um abundante latex. Esta espécie
vegetal € encontrada em matas e cerrados do Brasil extra-amazonico (exceto Nordeste e Rio

Grande do Sul), Bolivia, Paraguai ¢ Venezuela (Pio Corréa 1942).

Popularmente, a Aspidosperma tomentosum Mart. ¢ conhecida como Peroba do Campo. Seu

tronco € utilizado como madeira e as sementes sdo utilizadas na confecgdo das “Flores de Brasilia”

(Ferr1 1969).

11



Introducdo

FIGURA 1: Parte do exemplar de Aspidosperma tomentosum Mart coletada na Estacdo

Experimental Fazenda da Campininha, Mogi-Guagu, Sdo Paulo.
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Clyetive

Este projeto de pesquisa teve como objetivo:
* Avaliar atividade antiproliferativa de extratos brutos da espécie vegetal Aspidosperma

lomentosum Mart., em modelo de cultura de células tumorais humanas.

e Determinar as fragdes farmacologicamente ativas nos modelos de cultura de células tumorais
humanas, isolar e caracterizar quimicamente o(s) principio(s) ativo(s) responsavel(eis) por esta

atividade.
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A ocorréncia de tumores malignos foi descrita em figuras e/ou documentos por muitas civilizagoes
antigas da Asia, América do Sul e Egito, sendo confirmado através do diagnéstico de
Osteosarcomas em mumias egipcias. As civilizagdes, até a idade média, atribuiam a causa desta
doenga aos Deuses. Por volta do ano 500 A.C., Hipocrates descreveu a primeira teoria
relacionando o céncer, uma doenga de mau prognostico, com o desequilibrio entre os liquidos
pretos (bago) e os outros trés liquidos corporeos: sangue, bile e catarro. O primeiro estudo
cientifico data de 1775 quando Sir Percival Pott, médico inglés, descreveu que os meninos que
limpavam as chaminés morriam aos 20 anos com cancer na bolsa escrotal Este estudo ndo so
associou a neoplasia a um agente causador (fuligem da chaminé) como também sugeriu uma
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laténcia entre a exposi¢do ao carcindgeno e o aparecimento da mesma. Virchow, um patologista
eminente do seéculo XIX, publicou que todas as células eram provenientes de uma célula matriz,
estabelecendo a origem celular monoclonal do cancer. Todas as pesquisas direcionadas para a
descoberta da cura do cancer e melhor entendimento desta patologia foram baseadas nesta teoria

(Hill e Tannock 1992; Coelho 1998).

Analises epidemiologicas revelaram diferengas internacionais na incidéncia dos varios tipos de
tumores. As neoplasias de mama, colon e prostata mostram alta ocorréncia na Europa e América
do Norte e baixa na Asia; ja o carcinoma de figado é comum em todo o mundo, exceto na Europa
e América do Norte e, finalmente, o de esofago, estdmago e cérvix apresentam maior incidéncia

nos paises desenvolvidos (Boyd 1992, Hamada 1998).

As células neoplasicas apresentam quatro caracteristicas principais que as distinguem das células
normais: proliferacao incontrolada, perda da fungdo em conseqiiéncia da auséncia de
diferenciacdo, invasdo e destrui¢do dos tecidos adjacentes. A origem dessa célula € conseqiiéncia
de mutacdes, que podem ser hereditarias ou adquiridas somaticamente como resultado de
processos endogenos ou exposi¢do a uma variedade de fatores ambientais, quimicos, fisicos e

bioldgicos (Coelho 1998).

As neoplasias s@o classificadas em benignas e malignas. Os tumores benignos possuem células
diferenciadas com crescimento geralmente lento e expansivo. Apresentam poucas mitoses €, na
maioria das vezes, sdo encapsulados, ndo sdo capazes de originar metastases e, por apresentar

apenas complica¢Ges locais, dificilmente levam o paciente a 6bito. Ao contrario, os tumores
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malignos, geralmente sdo pouco diferenciados e ndo sdo encapsulados. Apresentam crescimento
invasivo, podendo originar metastases em outros érgios e freqiientemente provocam a morte do

paciente (Mellors 1999).

Independente da origem da neoplasia, as células malignas apresentam baixa estabilidade genética e
sofrem alteragdes genomicas freqiientes, originando novos clones mutantes com vantagens sobre a
capacidade de proliferacdo. Deste modo, com o crescimento tumoral ha um aumento no nimero
de subpopulagdes e quando a doenga se tornar clinicamente detectavel, suas células serdo

extremamente heterogéneas (Foulds 1975; Cairns 1975; Norton 1985; Von Hoff 1985).

Qualquer célula normal pode se transformar em neoplasica, desde que ela apresente divisdo
celular. O desenvolvimento de um tumor € um processo de multiplos estagios que necessitam da
somagao dos eventos para resultar em uma neoplasia. O processo carcinogénico envolve
interagdes complexas entre fatores exégenos (ambientais e virus) e/ou endogenos (genéticos e

hormonais), os quais sao denominados de carcindgenos (Champbel 1999).

A agdo dos carcindgenos sobre a célula resulta em um dano gen€tico (mutagdo) ou epigenético
(alterac@o no padrao de expressdo génica), com efeito cumulativo durante a vida do individuo até
a expressdo do fenotipo final, isto €, ocorréncia do tumor. Analises matematicas sugerem que s3o
necessarias de trés a quatro alteragdes genéticas para ocorrer uma leucemia e de seis a sete para

um carcinoma (Champbel 1999).
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Os carcinogenos sdo divididos em trés classes:

e TFisicos: radiacdes ultravioleta, eletromagnética e ionizante, os quais causam lesdo direta no

DNA;

o Biologicos: virus, pertencentes as familias Poxviridae, Herpesviridae, Adenoviridae,
Papoviridae, Hepadnaviridae e Retroviridade, que estimulam a proliferagio da célula
infectada, alteram a resposta imune ou ainda causam mutagdes no genoma celular e,

e Quimicos: agentes quimicos, na sua forma inalterada ou seus metabolitos resultantes de
biotransformacdo, que apresentam em suas moléculas centros eletrofilicos os quais interagem
com o DNA, levando a alteragdes gendmicas. Dentre estas substancias estao 0s
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, N-nitrosaminas e as aminas aromaticas (Archer

1992, Champbell 1999)

A primeira etapa da carcinogénese € a iniciagdo, na qual um potente agente mutagénico causa uma
mutagdo no DNA celular (fendmeno celular). Este evento nao resulta no desenvolvimento da
patologia, isto somente ocorrera quando esta célula mutada dormente sofrer um evento
epigenético. A proxima fase € a promogao, que possui duragao variavel, ocorrendo uma série de
efeitos reversiveis que facilitam a expressdo do fenotipo iniciado (fendmeno tissular). A etapa final
é a progressdo, que envolve ciclos sucessivos de mutagdes, ocorrendo o rearranjo cromossomal o
qual ativa 0 proto-oncogene ou suprime um gene Supressor tumoral, iniciando a divisdo

descontrolada da célula tumoral (fendmeno sistémico) (McKinnell 1998).

Para o desenvolvimento da neoplasia é necessario que ocorram mutagdes gendmicas sucessivas,

porém alguns individuos ja possuem alteragdes no seu fenotipo proveniente das células
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germinativas, tornando-se assim mais susceptiveis. O fato de que as células normais contém genes
com a capacidade de inibir a transformagdo maligna foi descrito originalmente por Harris et al.

(1969).

Existem duas categorias de alteracdes genéticas que podem levar ao desenvolvimento de um
cancer. Uma delas refere-se a inativagio de genes supressores tumorais, ja que estes codificam
proteinas que bloqueiam o ciclo celular, retornando a célula para o estado quiescente ou
promovendo a morte celular programada (apoptose), quando esta apresentar algum dano no seu
DNA. Desta forma, a inativacio desse gene leva a perda da regulagdo do crescimento celular e,
portanto, esta mutagdo € oncogénica (Pearson e Van Der Luijt 1998). E possivel que o evento
chave da carcinogénese seja a perda da fungdo dos genes supressores tumorais (DeVita 1995;

Perantoni 1998, Bretani 1998).

Outra categoria de alteracdo genética ¢ a ativacio de proto-oncogenes em oncogenes, que
codificam proteinas responsaveis pela regulagdo e promogdo do ciclo celular, tais como fatores de
crescimento e seus receptores, enzimas e proteinas envolvidas no controle da proliferagdo e
diferenciagdo celular (Miller e cols. 1990). Assim, quando estes sdo ativados atraves de
translocag¢des cromossomais, amplificagdes génicas ou mutacdes pontuais, os proto-oncogenes se
transformam em oncogenes e estes podem conferir autonomia de crescimento as células (Hackford

1993; Perantoni 1998).

A apoptose € um processo dependente de energia caracterizado pela rapida ocorréncia de distintas

alteragbes morfologicas e bioquimicas. Estas alteracdes consistem em formacdo de vesiculas
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citoplasmaticas, condensagdo da cromatina e da membrana nuclear, clivagem da cromatina por
endonucleases, as quais si0 somente ativadas no processo apoptotico e finalmente a fragmentacao
do DNA com a morte celular. Existem oncogenes, como por exemplo o bcl-2, que codificam

proteinas antiapoptoticas inibindo assim este processo (Kessler 1999; Pierce 1998).

Para o desenvolvimento do nodulo tumoral e o aparecimento de metastases ha necessidade de um
suprimento adequado de sangue, o qual ¢ obtido através da formacao de novos vasos sanguineos a
partir dos ja existentes nos tecidos circunvizinhos (Folkman 1976, Furcht 1986). Este processo €
conhecido como neovascularizagdo ou angiogénese (Folkman 1992). A angiogénese raramente
ocorre em um individuo normal (Folkman 1985; Furcht 1986; Folkman 1992; Bouck 1990), isto
porque as células normais secretam baixas concentragdes de indutores e altos niveis de inibidores

angiogénicos, enquanto que as células tumorais o fazem ao contrario (Bouck 1990; Augustin

1998).

O processo angiogénico ira favorecer a disseminagao celular, que pode ocorrer preferencialmente
por duas vias, através dos vasos sangiiineos e pelo sistema linfatico. Os carcinomas preferem o
sistema linfatico enquanto que os sarcomas utilizam a via hematogénica. Os orgaos mais comuns
para ocorrer as metastases s3o o pulméo, figado, nédulos linfaticos, 0ssos e cérebro, porém pode-
se dizer que a metastase ocorrera no primeiro capilar que a célula tera que passar. O tumor
secundario ¢ a primeira causa morte dos pacientes com cancer, pois estas celulas geralmente

apresentam resisténcia aos tratamentos utilizados (Kohn 1991, Folkman 1995; Ellis 1996).
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A progressao tumoral ¢ um processo seqiiencial e seletivo, que abrange trés fases: a saida das
celulas neoplésicas do 6rgdo de origem através da circulago (sangiiinea ou linfatica), adesdo da
célula circulante a elementos endoteliais ou subendoteliais do orgdo invadido e a penetragdo da
mesma ao estroma intersticial do 6rgao sede da metastase ou tumor secundario (Champbell 1999;
Kessler1999). Somente alguns clones tumorais possuem o fenotipo metastatico para a expressao
das moléculas envolvidas em adesdo celular & matriz extracelular (Liotta e cols. 1991; Weidner

1993; Brentani e cols. 1998).

O prognostico do paciente com cancer depende, fundamentalmente, dos aspectos biologicos do
tumor, do diagnéstico precoce e do planejamento terapéutico correto. Este Gltimo iten sempre
representaram um grande desafio para os médicos, pois as armas terapéuticas disponiveis
continuam sendo a cirurgia, a radioterapia, a quimioterapia e mais recentemente esta surgindo a

bioterapia (Lopes 1998).

A cirurgia foi a primeira modalidade de tratamento que significativamente alterou o curso de uma
neoplasia e consiste na retirada fisica do tecido maligno sendo eficiente somente nos casos em que
0 tumor € circunscrito, anatomicamente favoravel e nio apresentar metastases. Atualmente, mais
de 60% dos pacientes com cancer sdo tratados cirurgicamente, sendo utilizada no diagndstico e no
estadiamento de mais de 90% de todos os tumores (Lopes 1998). Os aspectos positivos envolvem
a cura de um numero significativo de neoplasias localizadas. nio apresentar efeito carcinogénico,
nao causar resisténcia biologica e permite a anélise mais adequada do estadiamento da doenga. Os
aspectos negativos sdo iguais ao de qualquer cirurgia tais como: problemas com anestesia,

infec¢@o, causar deformidades ou perda das fungdes e ndo poder curar os casos de doencas

I~
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disseminadas (Lopes 1998; Parchment 1998; Novaes 1998). Este método vem sendo aprimorado
para se obter a maior preservagdo possivel do o6rgéo atingido, minimizando o processo invasivo. A
associagdo prévia com radioterapia e/ou quimioterapia tem permitido a realizacdo de cirurgias
conservadoras dando ao paciente uma melhor qualidade de vida sem prejuizo da sobrevida. As

novas técnicas utilizam-se de robos e computadores associados a sistemas virtuais de imagem

(Sikora 1998).

A radioterapia ¢ utilizada para tumores localizados que ndo puderam ser extraidos totalmente ou
aqueles que apresentam alta taxa de recidivas locais apos a cirurgia. Esta técnica consiste em
expor as células malignas & radiagdo ionizante, pois ela possui caracteristicas fisicas que
promovem a ioniza¢do do meio incidente, alterando as macromoleculas que sdo indispensaveis as
funcdes vitais, levando a célula & morte (Lopes 1998). A radioterapia € somente efetiva nas celulas
que estio em divisdo, possuindo graves efeitos colaterais, provocando lesoes nos tecidos normais
adjacentes (Parchment, 1998; Sasse, 1999). O tratamento utiliza uma fonte radioativa colocada a
distincia do paciente (teleterapia) ou diretamente no tumor (braquiterapia), cada qual com
indicacdes especificas. Atualmente utiliza-se computadores com analisador de imagem para

otimizar o processo e obter a melhor ag@o fisica e biologica dos raios emitidos (Sikora 1999).

A bioterapia consiste na utilizagdo dos conhecimentos da fisiopatologia dos tecidos malignos e
normais para melhor controlar a doenga. Assim o tratamento apresentara o minimo de efeito
colateral possivel (Parchment 1998, Yamaguchi 2000). Esta nova modalidade de tratamento

abrange as seguintes linhas de pesquisa:
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® Imunoterapia: descobrir alvos nas células tumorais que se tornem antigenos especificos para os
anticorpos, proporcionado a producdo de vacinas (Boyle e Costelo 1998, Blankenstein 1999)

* Inibicdo de sinais de transdugdo celular: desenvolvimento de antagonistas para fatores de
crescimento, inibi¢do do receptor de tirosina quinase, inibi¢do da a¢do do oncogene ras (Boyle
e Costelo 1998)

e Inibicdo do ciclo celular: inibi¢do das quinases dependentes de ciclinas (CDK4) (Boyle e
Costelo 1998)

e Ativacdo da apoptose: aumento da expressao do proto-oncogene bcl-2 (Boyle e Costelo 1998)

* Inibicdo da angiogénese: inibi¢do dos receptores de tirosina quinase do fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF) e ja existem alguma drogas como TNP470 e a talidomida,
antagonistas da cascata angiogénica (Boyle e Costelo 1998; Augustin 1998)

e Inibir a metastase: inibicdo das metaloproteinases (MTPS) (Boyle e Costelo 1998)

A quimioterapia evoluiu rapidamente desde que o primeiro paciente foi tratado com a mostarda
nitrogenada em 1942. O grande avango na quimioterapia ocorreu a partir da segunda metade deste
século e atualmente tem-se cerca de 35 drogas licenciadas para uso na América do Norte
(Erlichman 1996). Este tratamento é um dos mais utilizados e consiste na utilizaco de agentes
Citotoxicos ou anti-hormonais, que eliminam as células neoplasicas, diminuindo assim o
crescimento da massa tumoral e a proliferacdo desordenada. As grandes classes de drogas incluem
Os agentes alquilantes, antimetabdlitos e compostos sintéticos € naturais entre outros. A
quimioterapia pode ser utilizada sozinha ou em conjunto com outro tipo de tratamento (Tannock
1992; Parchment 1998), porém ¢ efetiva somente em células em divisdo e as drogas podem gerar

mecanismos de resisténcia. Os principais efeitos colaterais sdo nausea, vomito, alopecia, feridas na
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boca, febre e diarréia (Verweij e Jonge 2000). As drogas quimioterapicas mais utilizadas na clinica

estio relacionadas na tabela 1.

Um dos grandes problemas dos agentes quimioterapicos € a resisténcia a drogas. A resisténcia
pode ser classificada como primaria (presente quando o farmaco ¢ administrado pela primeira vez)
ou adquirida (desenvolvendo-se durante a quimioterapia), podendo ser resultante da adaptagao
celular ou de mutacdes (Rang e cols. 1995). A natureza dos processos bioquimicos mediadores do
fendmeno da resisténcia varia de acordo com o tipo de quimioterapico em questao (Pizao € Pinedo

1990).

Um dos mecanismos mais estudados na atualidade ¢ denominado “resisténcia multipla”
(“multidrug resistance” ou MDR) (Gottesman 1993; Lum e Gosland 1995). Atraves deste
mecanismo, células tumorais expostas a um Unico tipo de quimioterapico tornam-se,
simultaneamente, resistentes a quimioterapicos de natureza quimica diversa e que apresentam
mecanismos de acio completamente distintos. Foi demonstrado que, na maioria dos casos, este
fendmeno pode ser explicada pela existéncia de uma glicoproteina de membrana celular,
denominada P-glicoproteina (Pgp) (Marie 1995; Leighton e Goldstein 1995), que atua como uma
bomba de efluxo, resultando num decréscimo da concentragdo intracelular do quimioterapico,
assim como de outras substincias de ocorréncia natural (Kane e cols. 1990; Di Pietro e cols.

1999).

]
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Tabela 1 - Drogas utilizadas em quimioterapia antineoplasica .

Classe

PrincipaisRepresentantes

Principal Mecanismo

de Acio

Derivados platinicos

Agentes alquilantes

Alcaloides naturais

Antimetabolitos

Antibioticos

Outras drogas

Horménios

Cisplatina
Carboplatina
Ciclofosfamida
Efosfamida
Vincristina
Vinblastina
Fluoruracila
Metrotexato
Doxorrubicina
Bleomicina
Paclitaxel
Docetaxel
Mitoxantrona
Irinotecam
Topotecana

Etoposida

Tamoxifen

Oestrogenos (fosfestrol)

Ligacdo cruzada com DNA

Ligacoes cruzadas com DNA

Inibigdo da formacéo de
microtubulos

Inibi¢do da sintese e
metabolismo do DNA
Intercala-se ao DNA
Fragmentac¢dao do DNA
Estimula a polimerizagio e
estabiliza¢do de microtubulos
Inibi¢do da sintese de DNA

Inibigao da topoisomerase I

Inibi¢do topoisomerase II e
sintese de DNA
Anti-estrogéno

Bloqueia efeito androgenos
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Infelizmente, além da “resisténcia multipla™ e de alteragdes nos processos de biotransformacio dos

quimioterapicos, muitos outros mecanismos de resisténcia também podem ser desenvolvidos pelas

células tumorais e estdo descritos na literatura. Dentre eles, destacam-se:

aumento dos niveis de glutationa S-transferase, uma enzima com a fungdo fisiologica de
proteger as c€lulas dos danos induzidos por radicais livres, levando a resisténcia a agentes
alquilantes, cisplatina e antraciclinas (Morrow € Cowan 1990; O’Dwyer e cols. 1995);
alteragdes nas moléculas de topoisomerase II, que podem levar a resisténcia a antraciclinas e
epipodofilotoxinas (Beck e cols. 1987; Epstein, 1988);

alteragdes na estrutura das tubulinas, levando a um aumento da resisténcia aos compostos
taxoides e aos alcaloides da Vinca (Goldstein e Ozols 1993);

aumento da expressao da timidilato-sintase, que pode resultar em resisténcia ao S-fluorouracil
(Schimke 1984);

aumento da produgdo de diidrofolato-redutase e subsequente resisténcia ao metotrexato
(Schimke 1984) e,

desenvolvimento de mecanismos de reparo do DNA (Leighton & Goldstein, 1995), como a
produgio da eficiente proteina alquiltransferase O°-alquilguanina, que contribui para a

resisténcia a nitrosuréia, triazina e agentes alquilantes (Gerson e Willson 1995).

Por estes motivos as metodologias utilizadas para a descoberta de novas drogas contra o cancer

vém sendo aprimoradas. Os primeiros programas de pesquisa de novas drogas antitumorais

utilizavam exclusivamente leucemias murinas como modelos de triagem laboratorial. Esta

metodologia foi selecionada por apresentar alta reprodutibilidade e produtividade, resultados

quantitativos e de baixo custo. Um dos importantes centros de pesquisa que adotou este programa
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de triagem foi o National Cancer Institute (NCT - USA). Nesta ocasido, a leucemia murina 1.1210
passou a ser empregada como o unico modelo padrio para a sele¢do de novas drogas antitumorais

(Johnson 1990).

Posteriormente, uma nova leucemia murina foi implementada, a P388, por apresentar maior
sensibilidade as drogas disponiveis na epoca (Grindey 1990). Com isso, houve um grande
desenvolvimento tedérico e foram definidos importantes conceitos relativos a quimioterapia
(Hamburguer 1981), assim como varias drogas foram descobertas, muitas das quais ainda s3o
uteis na terapéutica antineoplasica atual (Shoemaker 1986). Entretanto, esta leucemia murina
(P388) apresentava uma alta sensibilidade as substancias que interferem com a sintese de DNA e
consequentemente, ocorreu um repetitivo isolamento de substincias com 0 mesmo mecanismo de

acao, apesar de apresentarem estruturas quimicas distintas (Corbett 1987).

Tal estratégia aparentemente gerou uma selecdo tendenciosa (doenga-orientada) de compostos
ativos, principalmente contra aqueles tumores humanos que foram melhores representados pelos
modelos tumorais murinos (linfomas e leucemias), resultando em um baixo indice de eficiéncia e
consequente estagnagdo no desenvolvimento de novas drogas antitumorais principalmente em

relagdo aos tumores solidos (pulmdo, mama, célon, figado) (Grindey 1990).

Na tentativa de aprimorar a triagem antitumoral, foi implementada uma nova estratégia, que
consistia em realizar uma pre-selegdo com a leucemia murina P388 e em testes posteriores

utilizavam-se 5 linhagens celulares murinas (melanoma B16, pulmio Lewis, colon 26, colon 38 e
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mamario CD8F1) e 3 linhagens humanas (mama MX1, pulmio LX1 e colo CX1) (Goldin e cols.

1981;.Grindey 1990)

Mais recentemente, com o avango das pesquisas de antibidticos e com o aprimoramento das
técnicas de cultura de tecidos e de microorganismos, foram desenvolvidos modelos experimentais
in vitro, tornando possivel a avaliagdo da quimiossensibilidade de microorganismos, células

normais e tumorais (Hamburguer 1981).

Porém, os ensaios in vifro ainda apresentavam, no inicio da década de 70, varios problemas
técnicos; tais como: crescimento celular inadequado em cultura ou ausente (apenas 66% dos
espécimes celulares se desenvolviam in vifro), contaminagdes freqiientes, auséncia de
padronizagdo do tempo de exposi¢do as drogas e de sua concentrac¢@o utilizada e dificuldade na

quantificagdo dos resultados (Hamburguer 1981).

Através de uma analise de todos os resultados obtidos até a década de 80 foi possivel o
desenvolvimento de um novo painel de linhagens celulares utilizando modelos experimentais ir
vitro (Grindey 1990, Muggia 1987). Este painel era formado por 60 linhagens celulares diferentes,
buscando a representagdo de importantes neoplasias, tais como as de pulmdo, colon, ovario,

cérebro, medula, pele, mama e prostata.

Segundo Grindey (1990), com a utilizagdo dos ensaios in vifro foram identificadas 79 substdncias

antineoplasicas, as quais foram inativas no modelo das leucemias murinas. A analises destes dados
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revelaram que os ensaios in vitro sio mais especificos e sensiveis que aqueles das leucemias

(Grindey e cols. 1990).

Atualmente o NCI utiliza em sua triagem inicial apenas cinco linhagens de células tumorais
humanas que sio K-562 (leucemia), MCF 7 (mama), NCI-ADR (mama resistente), NCI-460
(pulmao) e UACC-62 (melanoma). Estas células foram selecionadas, pois sdo os tipos de tumores
mais frequentes nos Estados Unidos. A metodologia utilizada € a da Sulforrodamina B (SRB) que
€ uma aminoxantina de colora¢do rosa brilhante que apresenta em sua molécula dois grupos
sulfonicos. Por ser um corante anidnico, em meio levemente acido, é capaz de ligar-se a
terminagdes basicas de aminoacidos protéicos de células fixadas com acido tricloroacético (TCA),
sendo assim um ensaio independente do metabolismo celular (Flores 1978, Skehan e Friedman
1985). Esta metodologia promove uma quantificacao sensivel de proteinas de modo linear com o

numero de células da cultura (Skehan 1990)

O ensaio de SRB ¢ consideravelmente rapido, simples e apresenta sensibilidade comparavel
aquelas das metodologias fluorescentes (Van Lambalgen e Lelieveld 1987; McCaffrey e cols.
1988) e superior aos ensaios que utilizam corantes visiveis, mesmo em baixas concentragoes
celulares (1000 a 2500 células por compartimento) (Skehan 1990). A linearidade da curva de
densidade otica (OD) versus concentracdo do corante é em tomo de 1.5 - 2.0 OD por unidade ¢ a
coloragao se desenvolve rapidamente, podendo ser medida em um amplo intervalo de leitura de
490-564 nm (Skehan 1990). Este modelo vem sofrendo validagdo muito extensa, ja que é

largamente utilizado pelo NCI, estando sujeito a testes continuos.
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A. PROCESSAMENTO FITOQUIMICO

1. Obtencio dos extratos brutos

1.1. Coleta

Foram utilizadas as partes aéreas (folhas) da espécie vegetal Aspidosperma tomentosum Mart.
O material vegetal foi coletado na cidade de Mogi-Guagu, Fazenda Campininha, reserva de cerrado em

dezembro de 1997. Essa espécie vegetal foi identificada e a exsicata da Aspidosperma tomentosum
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Mart. encontra-se depositada no herbarium do IB/UNICAMP, UEC-267. A figura 1 mostra um

exemplar de Aspidosperma tomentosum Mart.

1.2. Preparacio do material vegetal

O material vegetal foi seco em estufa (Fabbe, modelo 170) com ventilagdo a 45 °C. Por apresentar

resina leitosa, foi separado metade do material para extragao a fresco (vide abaixo).

O material vegetal seco foi moido em um triturador de facas (Metalurgica Roma®, modelo MR-30). O

material fresco foi moido com gelo seco em moinho (Stephen®, modelo UM 40).

1.3. Preparaciao dos extratos brutos.

Cingiienta gramas do p6 foram submetido ao processo de maceragdo com 400 mL de diclorometano
(Merck®) durante 24 h, por trés vezes consecutivas. Os filtrados recolhidos foram misturados, tratados
com Na, SO, (Merck®), filtrados e evaporados sob vacuo a 40 °C, foecendo 7,47g de extrato bruto

diclorometano (EBDS) com rendimento de 15%.

O residuo vegetal do processo de maceragdo com diclorometano foi retomado e submetido ao processo
de maceracdo com 400 mL de etanol 95% (Merck®) durante 24 h por trés vezes consecutivas. Os
filtrados recolhidos foram misturados, tratados com Na, SO,, filtrados e evaporados sob vacuo a 55 'C

até completa eliminacdo do etanol, sendo posteriormente liofilizado, resultando em 11,2¢g de extrato

tad
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bruto etandlico (EBES) com rendimento de 22% . Estes procedimentos estdo esquematicamente

ilustrados na figura 2.

A planta fresca foi extraida com 400 mL de etanol 95% (Merck®) durante 24 h, por trés vezes
consecutivas. Os filtrados recolhidos foram misturados, filtrados e evaporados sob vacuo a 55 °C até
completa eliminagdo do etanol, sendo posteriormente liofilizado, resultando em 8.6 ¢ de extrato
etanolico bruto (EBEF) com rendimento de 17%. Este procedimento esta esquematicamente ilustrado

na figura 3.

Material Vegetal Seco
Moido (50 g)

Extracdo comdiclorometano
400 mL por 3 vezes

Filtrado sob Na, SO,

Evaporado sob véacuo a 40°C

.

l Residuo da Plania Extrato Bruto chkorometamco

(EBDS)
7,47g

Extra¢do comEtanol 95 %
400 mL por 3 vezes

Filtrado sob Na, SO,

Evaporado sob vacuo a 55°C

Extrato Bruto Etanélico
(EBES)
11,2 ¢

FIGURA 2: Fluxograma de obtencdo dos extratos brutos diclorometanico e etanélico, a partir do

matenial vegetal seco.
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Material Vegetal Fresco
Moido com gelo seco
(50g)

Extrac@o com Etanol 95 %
400 mL por 3 vezes
4
Evaporado sob vacuo a 35°C

.

Residuo Vegetal
(descartado)

v

Extrato Bruto Etanélico ‘
(EBEF)
8,6g \

FIGURA 3: Fluxograma de obtenc¢do do extrato bruto etanodlico a partir da planta fresca.

1.4. Fracionamento do extrato bruto diclorometanico

O extrato bruto diclorometanico (3 g) foi purificado por cromatografia em coluna seca utilizando

silicagel (Merck®™) como fase estacionaria, colocada em um tubo de celulose (& = 2 c¢m, 15 cm de

altura). Esta coluna foi eluida com uma mistura de cloroformio:metanol 5% (Merck™). A coluna

foi cortada em trés fragdes de 5 cm, as fragdes foram extraidas com etanol 95% e separada da

silica por filtragdo em funil de placa porosa. Os filtrados foram evaporados sob vacuo a 55 °C,

resultando em 3 fracdes distintas denominadas fracao apolar (FA) (0,1g), de média polaridade

(FM) (0,8g) e polar (FP) (1,75g) com rendimento de 3,8; 30,2 e 66% respectivamente (figura 4).

ad
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Extrato Bruto Diclorometanico
(EBDS)
(3g)

Coluna Cromatografica Seca de Silicagel
(9 =2cm, 15 cm de altura)
Eluente: cloroformio:metanol 5%.

Corte da Coluna de cplulose apos eluigdo

v y v

Fragdo 1 ‘ Fragdo 2 Fragdo 3

Solubilizacdo da silica com etanol 95% filtragdo em funil de placa porosa

Fracao Apolar Fragdo de Média Polaridade Fracdo Polar T
(FA) (0,1g (FMP) (0,8g) (FP) (1,75g)

FIGURA 4: Fluxograma de fracionamento do extrato bruto diclorometénico do material vegetal

fresco (EBES) para obtencio das diferentes fracdes.

L.5. Fracionamento da fracio de média polaridade

A fragao de média polaridade (1,76g) foi ressuspendida em 30 mL de acetato de etila (Merck® ) e
extraida por trés vezes consecutivas com 15 mL de acido cloridrico (HCI - Merck®) 1 N. A fracao
organica foi lavada com agua, seca sobre Na,SO, anidro, filtrada e evaporada sob vacuo a 40 °C,
fornecendo 1,72g de uma fragdo rica em terpenos (FMT) com rendimento de 97.7%. A fracdo
aquosa foi basificada com hidréxido de amonio, até aproximadamente pH=9 e extraida por trés
vezes consecutivas com 15 mL de diclorometano fornecendo 0,04g de uma fracido rica em
alcaloides (FMA) com rendimento de 2,3%, que foi evaporada sob vacuo a 40 °C. Este

procedimento esta esquematizado na figura 5.
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Fracdo de Média Polaridade
(FMP)
1,76 g

30 mL de acetato de etila

1 Solucdo de Média Polaridade ‘

Extragdo com HCI IN
3 X 15 mL de diclorometano

| '

v

Fragdo Orginica Fragdo Aquosa

i Lavar com agua NH,OH pH=9 l
l v v l

|
Fase Aquosa Fase Organica Fase Aquosa Fase Organica |
(desprezar) (desprezar) ‘
Ewvaporar sob Lavar com agua l
vacuo 40 °C Filtrar em Na , SO,
Y

Fragfo rica em terpenos Evaporar sob
vacuo 40 °C ¢

(FMT) (1.72g)

Fracdo rica em alcaloides
(FMA) (0.04g)

FIGURA 5- Fluxograma de fracionamento da fracdo de meédia polaridade para obtengdo das

fracdes enriquecidas em terpenos e alcaloides.
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1.6. Anilise por cromatografia em camada delgada (CCD):

Foram aplicadas as amostra em cromatoplacas de Silicagel 60 Fys4 (Merck®.) e eluidas com uma
mistura de cloroformio:metanol 5%. A separagdo dos componentes foi visualizada com revelador
de anisaldeido (acido acético : acido sulfurico anisaldeido; 50:1:0,5) e Dragendorff. Este reativo
para revelagao de alcaléides foi preparado a partir da dissolu¢do de 8 g de subnitrato de bismuto
pentaidratado em 20 mL de acido nitrico, adicionado a solugdo de 27,2 g de iodeto de potéssio

dissolvido em 50 mL de 4gua. Esta mistura foi posteriormente completada para 100 mL de 4gua.

As placas borrifadas com solucio de anisaldeido foram aquecidas em estufa (110 °C, 5 min) para a

visualiza¢do das manchas.

L.7. Anilise qualitativa por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

As fragOes e substancias puras foram diluidas em acetato de etila ou metanol e analisadas por
cromatografia gasosa capilar acoplada a detetor de massas (CG Hewlett Packard 5890, série II)
diretamente acoplado a um detetor seletivo de massa Hewlett Packard 5970, equipado com uma
coluna de silica fundida WCOT, 30m x 0,25mm, DB-1 ou DB-5, ou similares). As condi¢des de
analise foram: temperatura de injecdo: 250 °C; temperatura do detetor: 300 °C; programa de
temperatura: 40 (2min)-240 °C, 5 °C/min, 240-300 °C, 10 °C/min; com ou sem razdo de split
1:100 (dependendo da concentracdo da amostra); gas de arraste He 0,7 bar, 1 mL / min; volume

da amostra 1-2 uL.
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B. TESTES FARMACOLOGICOS

1. Linhagens celulares

As linhagens celulares cedidas gentilmente pelo NCI e utilizadas na triagem da atividade
antiproliferativa estio relacionadas na tabela 2, onde também esta descrito o padrdo de
crescimento (células aderidas ou em suspensdo) de cada tipo celular. Estas foram cultivadas em

RPMI 1640 (Gibco®) suplementado 5% de soro fetal bovino inativado (SFB) (Gibeo®).

Todas as linhagens celulares foram enviadas congeladas para o nosso laboratorio. O primeiro
passo realizado foi o descongelamento e a multiplicagdo das células em cultura. Posteriormente,
foi realizado o congelamento em nitrogénio liquido para a obtengdo de estoques destas linhagens
celulares. As células em cultura foram fotografadas (Figuras 6 a 15) para uma avaliagdo geral de

sua morfologia e detec¢do de eventual contaminagdo cruzada.
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FIGURA 6 : Fotomicrografia optica, em aumento de 100x, de cultura em
suspensdo da linhagem celular tumoral K-562.
Barra de escala = 100 um.

FIGURA 7: Fotomicrografia optica, em aumento de 320x, de cultura em
suspensdo da linhagem celular tumoral K-562.

Barra de escala = 320 pm.
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. F 8: Foto_micogmﬁ optica, em aumento de 100x, de cultura em
monocamada da linhagem celular tumoral NCI - 460.
Barra de escala = 100 ppm.
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FIGURA 9: Fotomicrografia dptica, em aumento de 200x com fase, de cultura

em monocamada da linhagem celular tumoral NCI - 460.
Barra de escala = 200 pm.
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IGURA 10: F otomicrografia épﬁc, em auea de 1 x, cultura em
monocamada da linhagem celular tumoral MCF 7.
arra de escala = 100 um.
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FIGURA 11: tomcaa optica, em aumento de 200x com fse, cultura
em monocamada da linhagem celular tumoral MCF 7.

Barra de escala = 200 um.
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FIGURA 12: Fotomicrografia dptica, em aumento de 100x, de cu
monocamada da linhagem celular tumoral NCI-ADR.

Barra de escala = 100 pm.

!

| FIGURA 13: Fi otomicrogrﬁa ﬁca, em aumento de 20x, de cutur em
monocamada da linhagem celular tumoral NCI-ADR.
Barra de escala = 200 pm.
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FIGURA 14: Fotomicrografia optica, em aumento de 100x, de cultura em
monocamada da linhagem celular tumoral UACC-62.

Barra de escala = 100 um.
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FIGURA 15:Fotomicrografia optica, em aumento de 200x com fase, de cultura
em monocamada da linhagem celular tumoral UACC-62.
Barra de escala = 200 um.
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2. Cultura celular

As células foram mantidas em frascos de 25 cm’ (Nunc®), com 5 mL de meio RPMI/SFB e
repicadas quando a monocamada celular atingia cerca de 80% de confluéncia (uma vez por
semana) em meio RPMI/SFB. Os frascos de cultura foram incubados a 37 °C em atmosfera de 5%

de CO, e 100% de umidade.

TABELA 2. Linhagens celulares utilizadas nos ensaios de avaliagao de atividade antiproliferativa.

Tipo celular Nome Tipo de cultura
Leucemia K-562 Suspensao
Pulmao NCI-460 Aderida
Mama MCF 7 Aderida
Mama NCI-ADR ” Aderida
Melanoma UACC-62 Aderida

* linhagem celular que expressa o fenotipo de resisténcia a multiplas drogas.

Todos os procedimentos descritos abaixo, foram realizados sob condi¢des estéreis (Fluxo Laminar

Veco", Classe 11B2).

+a
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3. Curva de crescimento para a determinagio da densidade de inoculaciio

Para a determinagdo da densidade ideal de inoculagio de cada linhagem celular durante os testes
de atividade antiproliferativa foram realizados experimentos para determina¢io das curvas de
crescimento celular. Foram inoculados 100 UL de suspensdes celulares em diferentes
concentragoes por compartimento, de acordo com a tabela 3, em placas de 96 compartimentos
(Nunc®). No experimento foi utilizado RPMI/SFB, acrescido de S0ug/mL de gentamicina
(Schering Plough®). Estas placas foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de
CO; e 100% de umidade. Apos este periodo, foram adicionados mais 100 uL/compartimento de
RPMI/SFB/gentamicina, obtendo-se assim o volume final de 200ul/compartimento. As leituras
foram realizadas através do ensaio de sulforrodamina B (SRB) (Sigma®), descrito no item 4,

decorridas 24, 48, 72 e 96 horas apos a inoculacio.

TABELA 3: Concentragdes celulares utilizadas na realizag¢do da curva de crescimento celular

Linhagem celular Concentragdes em células/mL
K-562 1,0x10° a 4,0x10*
UACC-62 1,5x10° a 5,0x10*
MCF 7 7.5%10° a 2,5x10*
NCI-ADR 7,5x10* a 2,5x10*
NCI-460 10x10° a 5,0x10*
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4. Ensaio da sulforrodamina B (SRB)

Ao final dos testes, as placas de 96 compartimentos foram centrifugadas por 3 minutos a 2000
rpm, e foram fixadas com 50 pL de uma solugdo a 50% acido tricloroacético (TCA) para as
células aderidas e 80% para as células em suspensdo a 4 °C. Para completar a fixacdo celular, as

placas foram incubadas por 1 hora a 4 °C.

As placas foram entdo submetidas a quatro lavagens consecutivas com agua destilada para a
remocdo dos residuos de TCA, meio, SFB e metabolitos secundarios e mantidas a temperatura

ambiente até a secagem completa.

Em seguida, as placas foram coradas pela adi¢do de 50 uL SRB a 0.4 % (peso/volume)
dissolvidos em acido acético a 1 %, e mantidas a 4 °C por 30 minutos. Em seguida, foram lavadas
por 4 vezes consecutivas com uma solucao de acido acético 1%. O residuo da solucgdo de lavagem
foi removido e as placas foram novamente secas a temperatura ambiente. O corante ligado as
proteinas celulares foi solubilizado com uma solu¢io de Trizma Base (Sigma®) na concentragdo de
10 uM e pH 10,5 por 5 minutos em ultrassom. A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi

realizada em 560 nm em um leitor de microplacas (Labsystems Multi skan® MCC/340).
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5. Determinacio das curvas concentracio-resposta das drogas padrio

Como drogas de referéncia foram utilizados os seguintes quimioterapicos: 5-fluorouracil (5-FU),
irinotecam (CPT-11) (Rhéne —Poulenc Rorer®) e doxorrubicina (DOX) (Sigma®), gentilmente
cedidas pelo ambulatorio de quimioterapia do Hospital das Clinicas da UNICAMP, nas
concentragoes relacionadas na tabela 4. No primeiro dia de experimento foram inoculados 100 uL
de c€lulas em RPMI/SFB/gentamicina nas concentra¢oes pre-determinadas e incubadas por 24
horas. Apos este periodo foram adicionados 100uL em diferentes concentragdes (tabela 4)de cada
droga segundo Figura 16, sendo entfo, realizada a leitura da placa controle (T0), Figura 17, com o
ensaio do SRB. As placas tratadas com as drogas foram incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de
CO; e 100% de umidade por 48 horas, seguido da leitura final dos resultados com o ensaio de

SRB.

A realizagdo da placa controle inicial (To) ¢ de fundamental importancia, ja que nos permite avaliar
a absorbancia que corresponde a quantidade de células no inicio do experimento e esta
representado no grafico concentragao-resposta como uma linha no ponto zero do eixo das
ordenadas. Este valor ¢ comparado com a absorbancia do controle final (T1) que corresponde a
quantidade de células apos 48 horas de incubagdo, na auséncia da substancia-teste, representando
100% de crescimento. Os experimentos sdo realizados em triplicadas e o desvio padrio da média

entre as absorbancias € inferior a 5%.
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TABELA 4 Concentragio das drogas utilizadas nas curvas de concentragao-resposta as drogas de

referéncia
Droga Concentragdes (moL/L)
DOX 10%a10~*
CPT 11 102107
5-FU 107210 "
1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12

Q| = H S O W B

K|-362 UAC|C-62

Branco do meio de cultura (sem células)

Suspensio celular da linhagem K-562

Suspensio celular da linhagem UACC-62

Suspensdo celular da linhagem MCF 7

Suspensdo celular da linhagem NCI-ADR

Suspensio celular da linhagem NCI-460

FIGURA 16: Esquema da Placa Controle (T0).

49



Metodologia

1 2 3 4 5 6 7 8 9_" 10_’11 12

=

| Q = = o o w| »

Branco do meio de cultura (sem células)

Branco da suspensio celular

Branco da substancia teste

Suspensio celular na presenca da amostra 1 em 4 concentragdes distintas

Suspensio celular na presenca da amostra 2 em 4 concentracdes distintas

Suspensio celular na presenca da amostra 4 em 4 concentracdes distintas

Suspensdo celular na presenca da amostra 3 em 4 concentracdes distintas

Suspensdo celular na presenca da amostra 5 em 4 concentracdes distintas

FIGURA 17: Esquema da Placa Teste (T1).



Metodologia

6. Ensaio para a determinacfio da atividade antiproliferativa das substancias-teste

Foram inoculados 100 pL de células em meio RPMI/SFB/gentamicina, nas suas respectivas

densidades de inocula¢@o, em placas de 96 compartimentos. Estas foram incubadas por 24 horas a

37°C em atmosfera de 5% de CO; e 100% de umidade.

Decorridas 24 horas, foram adicionados 100 uL do extrato a ser testado, de acordo com a Figura
17, sendo realizada neste momento, a leitura do TO, descrita na Figura 16. As demais placas foram

incubadas por 48 horas. Apos este periodo, foram realizadas as leituras pelo ensaio da SRB.

6.1. Diluicio das amostras

As amostras foram diluidas em dimetilsulfoxido de sodio (DMSO) na concentragdo de 0,1g/mL
resultando em solucdes estoque. As solugdes estoque das amostras a serem adicionadas nas placas
de 96 compartimentos dos experimentos foram entdo diluidas 400 vezes em
RPMI/SFB/gentamicina, sendo assim obtida a concentragdo ideal de DMSO na solugéo final para
ser adicionada nas células sem toxicidade, segundo Skehan e cols. 1990. A concentragdo final da

amostra teste nos compartimentos da placa € 125 pg/mL.

7. Curva concentracio-resposta das substincias teste ativas

As amostras que apresentaram inibi¢ao de crescimento maior que 50% na concentragdgo maxima

foram consideradas ativas, para se confirmar esta atividade as amostras foram retestadas em
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Metodologia

diferentes concentragdes a fim de relacionar a dose com o efeito antiproliferativo. A metodologia
utilizada foi a mesma descrita anteriormente (item 6) para o ensaio de atividade antiproliferativa,
porém foram adicionadas as amostras nas doses de 125; 62,5; 31,25 € 12,125 pg/mL. A dilui¢go

das amostras foi realizada em RPMI/SFB/ gentamicina.

6. Analise dos resultados

Foram calculadas as médias das absorbancias descontadas de seus respectivos brancos e atraveés da

formula abaixo foi determinada a inibi¢do de crescimento (IC) de cada amostra testada.

T > C a droga estimulou o crescimento, ndo apresenta IG.

Se T>TOmas<C,a droga foi citostatica e a formula utilizada & 100 x [(T-To)/(C-T0)]

Se T < TO a droga ¢ citocida e a formula utilizada € 100 x [(T-T0)/(C-T0)]

Sendo que T ¢ a média da absorbancia da célula tratada C € o controle de célula e TO é o controle

das células no dia da adicio

O resultado obtido foi subtraido de 100% obtendo-se entio a porcentagem de inibi¢do de
crescimento. As amostras foram consideradas ativas quando apresentaram inibi¢do de crescimento
dose dependente, maior que 50% e linhagem seletivo, isto €, atividade preferencial para um tnico
tipo de célula tumoral ou com efeito citostatico e/ou citocida bem distintos entre as linhagens

celulares.

Todos os ensaios foram realizados em triplicatas sendo que os resultados apresentados referem-se

a um experimento representativo. O desvio padrao da média foi sempre inferior a 5%.
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Resultado

1. Processamento Fitoquimico

1.1. Rendimento dos extratos brutos e fracdes obtidas a partir das partes aéreas de

Aspidosperma tomentosum Mart..

As partes aéreas da Aspidosperma tomentosum Mart. foram extraidas por tratamentos distintos
para verificar se o processo de secagem alterava a atividade do extrato final. Parte do material
coletado foi seco em estufa de ventilagio for¢cada e moido em moinho de martelo fornecendo um
po fino que foi extraido a frio com diclorometano e em seqiiéncia com etanol 95%. O resto do

material vegetal foi moido com gelo seco e extraido com etanol 95% O extrato ativo foi



Fesultado

fracionado por cromatografia em coluna seca para determinarmos em que fragcdo estava
concentrada a substdncia responsavel pela a atividade antiproliferativa. A fragdo que demonstrou
atividade concentracdo-dependente foi submetida a particdo acido-basica para separarmos a
fracdo alcaloidica, identificada pela analise de cromatografia de camada delgada. Os rendimentos

obtidos destas extragdes e das fragdes resultantes estdo descritos na Tabela 5.

TABELA 5: Rendimento dos Extratos Brutos e Fragdes obtidas a partir das Partes Aéreas de

Aspidosperma tomentosum Mart..

Peso (g) do )
Amostra ) _ Peso (g) Rendimento (%)
Material de Partida

EBDS 50 7,47 15,0
EBES 50 11,2 22,0
EBEF 50 8,6 17,0
FA 03 0,1 3,8

FMP 0.3 0.8 30,2
FP 0,3 1,75 66,0
FMT 1,76 1,72 97,7
FMA 1,76 0,04 2.3

1.2 Cromatografia de camada delgada

Os extratos brutos EBDS e EBES, obtidos do material vegetal seco e as fracdes FA, FMP ¢ FP
obtidas do processamento fitoquimico do extrato EBDS, foram analisados por cromatografia de

camada delgada para permitir a visualiza¢do dos componentes da mistura.

L
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Pesultado

Testaram-se varios sistemas de solventes para separagdo dos extratos e fragdes. O sistema
de solventes que apresentou melhor resolucdo foi a mistura de cloroférmio : metanol 5%.
As manchas foram visualizados utilizando reagentes quimicos, o anisaldeido e o
Dragendorff. Este ultimo é um reagente especifico para a visualiza¢do de alcaldides. Estes

resultados estdo demonstrados nas Figuras 18 a 22.

EBDS EBE FA FMP FMP FP

FIGURA 18: Cromatografia de camada delgada dos extratos EBDS e EBES, obtidos a
partir das partes a€reas secas de Aspidosperma tomentosum Mart. e das
fragdes FA, FMP e FP obtidas a partir do processamento fitoquimico do
extrato EBDS, utilizando como sistema de solvente uma mistura de

cloroféormio : metanol 5% e como revelador o anisaldeido.



Resultado

EBDS EBE FA P EMP FP

FIGURA 19: Cromatografia de camada delgada dos extratos EBDS e EBES, obtidos a
partir das partes aéreas secas de Aspidosperma tomentosum Mart. e das
fracdes FA, FMP e FP obtidas a partir do processamento fitoquimico do
extrato EBDS, utilizando como sistema de solvente a mistura de cloroférmio :

metanol 5% e como revelador o Dragendorff.



Fesultado

FIGURA 20: Cromatografia de Camada Delgada da fragdo rica em alcaléides (indicada

pela seta), utilizando como sistema solvente de uma mistura de cloroférmio

metanol 5% e como revelador o anisaldeido.
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Hesultado

FMA

FIGURA 21: Cromatografia de Camada Delgada da fragdo rica em alcaldides (indicada

pela seta), utilizando como sistema solvente de uma mistura de cloroformio

- metanol 5% e como revelador o Dragendorff.
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Hesultado

FMT

FIGURA 22: Cromatografia de Camada Delgada da fragdo rica em terpenos (indicada pela
seta), utilizando como sistema solvente de uma mistura de cloroformio :

metanol 5% e como revelador o anisaldeido.
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1.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

A frag@o obtida a partir da fragdo de média polaridade que apresentou atividade antiproliferativa
foi submetida a analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. O
espectro de massas do componente principal desta fragio sugeriu tratar-se de um terpeno,
denominando-a fragdo terpénica (FMT). O cromatograma da FMT e o espectro de massas do

componente principal estdo ilustrados na Figuras 23.
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FIGURA 23: Perfil cromatografico da fragdo rica em terpenos, obtida da fracdo de média

polaridade de Aspidosperma tomentosum Mart , em cromatografia gasosa acoplada

a espectrometria de massas e o espectro de massa do composto principal
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2. Testes Farmacologicos

2.1. Curvas de crescimento para a determinacio das densidades de inocula¢io (DI)

A determinagdo da DI ideal para cada linhagem celular foi determinada através da analise das
curvas de crescimento. As diferentes concentragdes de células utilizadas na realizagao deste
experimento tem como finalidade determinar a concentragio de célula para que a cultura na placa
de 96 compartimentos esteja na fase exponencial do seu crescimento durante todo o periodo de
incubacao do teste (72 horas). Por esta razio foram realizadas as leituras com um periodo de
incubagdo de 24, 48, 72 e 96 horas utilizando diferentes concentragdes celulares da mesma
linhagem. Os resultados obtidos estdo expressos nas graficos 1, 2, 3. 4 e 5 os quais relacionam a
meédia + desvio padrdo da absorbancia de cada concentragdo celular com o tempo de incubagio

utilizado. A DI escolhida para a realizagio dos experimentos esta descrita na tabela 6.
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Absorbéncia (540 nm)
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GRAFICO 1: Curva de crescimento da linhagem celular K-562
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Resultado

Absorbancia (540 nm)
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GRAFICO 2: Curva de crescimento da linhagem celular MCF 7.
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Fesuttado

Absorbancia (540nm)
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GRAFICO 3: Curva de crescimento da linhagem celular NCI-ADR
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GRAFICO 4: Curva de crescimento da linhagem celular UACC-62
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GRAFICO 5 Curva de crescimento da linhagem celular NCI-460

TABELA 6: Densidade de inoculagdo das linhagens celulares tumorais humanas determinadas

para os ensaios antiproliferativos

Linhagem celular Densidade de Inoculagio
K-562 6,5x10°
MCF 7 6,5x10°
NCI-ADR 5,0x10°
UACC-62 3,0x10°
NCI-460 4,0x10°
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2.2. Curvas concentracio-resposta das drogas padrio

Foram avaliados os perfis de quimiossensibilidade das linhagens celulares aos quimioterapicos: 5
fluorouracil (5 FU), irinotecan (CPT 11) e doxorrubicina (DOX) com o objetivo de padronizar a
resposta biologica das linhagens celulares a estas drogas. Esta determinagdo ¢ utilizada como
controle de qualidade das culturas. Os graficos 6, 7 e 8 representam as curvas concentragio-
resposta das células em presenca de diferentes concentragdes de quimioterapico, as quais
relacionam a porcentagem de crescimento das células e a concentragio de droga utilizada. Nas
tabelas 7, 8 € 9 do anexo I estdo relacionados os dados brutos da média da absorbancia + desvio

padrao seguido da porcentagem de inibi¢do de crescimento.
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GRAFICO 6: Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa do 5 fluorouracil (5 FU)

sobre linhagens celulares tumorais humanas apds 48 h de exposicdo.
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O 5 FU apresentou uma atividade antiproliferativa, concentragio dependente, sobre as diferentes
linhagens celulares utilizadas, porém sem nenhuma seletividade marcante. Com relagdo a
linhagem celular NCI-ADR, esta droga foi capaz de apresentar efeito citocida, na maior
concentracdo utilizada. Ja a linhagem celular K-562 teve seu crescimento inibido em 85%, sem

morte celular. Sobre as demais linhagens celulares, o 5 FU apresentou efeito citocida.
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GRAFICO 7: Curva concentra¢ao-resposta da atividade antiproliferativa do irinotecan (CPT 11)

sobre as linhagens celulares tumorais humanas apos 48 h de exposi¢ao.

A menor concentragdo utilizada de CPT 11 ndo apresentou efeito antiproliferativo, entretanto as

demais concentragbes apresentaram um atividade concentra¢do dependente, com atividade
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Resultado

citocida apenas na maior concentracdo utilizada. Ja a linhagem celular NCI-460 teve seu

crescimento inibido por este quimioterapico a partir da concentragdo de 10" M.
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GRAFICO 8 Curva concentragdo-resposta da atividade antiproliferativa do doxorrubicina

(DOX) sobre as linhagens celulares tumorais humanas apos 48 h de exposigao.

A doxorrubicina inibiu, de forma concentragdo dependente, as linhagens celulares, porém nao
apresentou seletividade. A linhagem NCI-ADR, que expressa o fenotipo de resisténcia a
multiplas drogas, ndo sofreu inibigao significativa de seu crescimento, como era esperado pois
esta descrito que as c€lulas neoplasicas expressam o fenotipo de resisténcia a multiplas drogas

quanto expostas a doxorrubicina (De Vita e cols. 1995).
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2.3. Atividade antiproliferativa dos extratos brutos da Aspidosperma tomentosum Mart.

2.3.1. Atividade antiproliferativa dos extratos brutos etanélico (EBES e EBEF) e

diclorometanico (EBDS) em concentracio iinica

Os resultados estdo relacionados na tabela 10 e €Xpressos como porcentagem de crescimento
celular, na presenca dos extratos brutos de Aspidosperma tomentosum Mart. na concentragao de
125 ug/ml. Na tabela 11 do anexo I estdo relacionados os dados brutos da média da absorbancia +
desvio padrdo seguido da porcentagem de inibigio de crescimento. O extrato bruto foi
considerado ativo quando a inibigcdo do crescimento foi maior que 50%. Portanto o EBDS foi o
que apresentou melhor atividade quando comparado com o EBES e ambos ndo inibiram o
crescimento da K-562. O EBEF apresentou um efeito similar ao de EBDS. Todos os extratos

apresentaram efeito citocida apenas para a linhagem MCF 7.

TABELA 10: Atividade antiproliferativa dos extratos brutos da Aspidosperma tomentosum Mart.

Os resultados estao expressos em porcentagem de crescimento celular.

Linhagens K-562 MCF 7 NCI-ADR  UACC-62 NCI-460
Grupos (% crescimento)
EBDS 70 -46 -1 6 2
Planta seca
EBES 63 -36 68 20 51
Planta seca
EBEF 97 -18 19 13 31
Planta fresca
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2.3.2. Curva concentracio-resposta do extrato bruto diclorometinico (EBDS) obtido das

partes aéreas da planta seca (PS) de Aspidosperma tomentosum Mart..

O grifico 9 representa a curva concentragao-resposta do extrato bruto diclorometénico sobre as
linhagens celulares em diferentes concentragdes, relacionando a porcentagem de crescimento da
célula e a concentracdo de extrato utilizado. A curva demonstrou que o EBDS possui atividade
concentragdo dependente é linhagem seletivo, tem efeito citostatico sobre todas as linhagens e
citocida contra as células MCF 7 e NCI-460. A tabela 11 do anexo I descreve os dados brutos da
média da absorbancia = desvio padrio e a porcentagem de inibigao de cada concentragao de

extrato.

100 F
g 80
2 60F
g 40
3 !
o 20T
= -
= 0
g)[) -
g 20
£ [ —O—NCI460
& -40 F --A--K362
& _¢q L V- UAcce2
60 L - O~ MCF7
-80 |- -~+--NCIADR
-100 i ] M ] . ] ) i ) ] . ] 2y
0 25 50 75 100 125

Concentracdo (ug/mL)

GRAFICO 9: Atividade antiproliferativa do extrato bruto diclorometanico das partes aereas secas

de Aspidosperma tomentosum Mart..
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Resultado

2.3.3. Curva concentracio-resposta do extrato bruto etanélico (EBES) obtido das partes

aéreas seca de Aspidosperma tomentosum Mart..

O grafico 10 representa a curva concentragio-resposta das células em presenca de diferentes
concentragées do extrato bruto etandlico da planta seca., relacionando a porcentagem de
crescimento da célula e a concentragio de extrato utilizado. O efeito antiproliferativo foi
observado somente para a linhagem de MCF 7. A tabela 12 do anexo I descreve os dados brutos
da média da absorbancia + desvio padrio e a porcentagem de inibicdo de cada concentragio de

extrato.
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GRAFICO 10: Atividade antiproliferativa do extrato bruto etandlico obtido das partes aéreas seca

de Aspidosperma tomentosum Mart



2.4. Atividade antiproliferativa das fracdes obtidas do fracionamento do

extrato bruto diclorometanico da Aspidosperma tomentosum Mart.

2.4.1. Curva concentrag¢iao-resposta da fracio Apolar (FA)

O grafico 11 representa a curva concentragdo-resposta da fragdo apolar do extrato bruto
diclorometanico de Aspidosperma tomentosum Mart. sobre as células em diferentes
concentragdes, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragio de fracdo
utilizada. A FA nao inibiu o crescimento de nenhuma linhagem celular utilizada. A tabela 13 do
anexo I descreve os dados brutos da média da absorbancia + desvio padrdo e a porcentagem de

inibi¢do de crescimento de cada concentracio utilizada.
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GRAFICO 11 Atividade antiproliferativa da Fragdo Apolar de Aspidosperma tomentosum Mart..
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PResuttado

2.4.2. Curva concentracio-resposta da fracio de média polaridade (FMP)

O grafico 12 representa a curva concentragio-resposta da fragdo de média polaridade obtida do
extrato bruto diclorometdnico sobre as linhagens celulares em diferentes concentragdes da
amostra, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentracdo de fragio
utilizada. A atividade antiproliferativa desta fragdo foi concentragio dependente e linhagem
seletiva, com efeito citocida para as linhagens de melanoma e pulmdo. A tabela 14 do anexo I
descreve os dados brutos da média da absorbancia = desvio padrdo e a porcentagem de inibigdo

de cada concentragao utilizada.
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GRAFICO 12: Atividade antiproliferativa da fra¢ao de média polaridade de Aspidosperma

tomentosum Mart.
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2.4.3. Curva concentracio-resposta da fracio polar (FP)

O grafico 13 representa a curva concentragio-resposta da fracdo polar do extrato bruto
diclorometanico de Aspidosperma tomentosum sobre as linhagens celulares em diferentes
concentragdes, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragdo de fracdo
utilizada. A FP demonstrou atividade antiproliferativa ndo seletiva, concentragio dependente,
com efeito citostatico em todas as concentragdes testadas. A tabela 15 do anexo I descreve os
dados brutos da meédia da absorbancia + desvio padrio e a porcentagem de inibi¢do de

crescimento de cada concentragio utilizada.
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GRAFICO 13- Atividade antiproliferativa da fragdo polar de Aspidosperma tomentosum Mart.
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2.5. Atividade antiproliferativa das fracdes obtidas do fracionamento da

fracdo de média polaridade da Aspidosperma tomentosum Mart.

2.5.1. Curva concentragio-resposta da fracio alcaloidica obtida do fracionamento da

fracdo de média polaridade.

O grafico 14 representa a curva concentragao-resposta da fragdo alcaloidica obtida da fracio de
média polaridade sobre as linhagens celulares em diferentes concentragdes, relacionando a
porcentagem de crescimento da célula e a concentragdo de fragdo utilizada. A FMA apresentou
efeito citostatico significativo apenas na maior concentragao testada e somente para as linhagem
MCF 7. A tabela 16 do anexo I descreve os dados brutos da média da absorbancia + desvio

padrao e a porcentagem de inibigao de crescimento de cada concentragio utilizada.
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GRAFICO 14: Atividade antiproliferativa da fragdo alcaloidica de Aspidosperma tomentosum
Mart .
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2.5.2. Curva concentra¢io-resposta da fracio terpénica obtida do fracionamento da fracio

de média polaridade.

O grafico 15 representa a curva concentragdo-resposta da fragdo terpénica sobre as linhagens
celulares em diferentes concentragdes, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a
concentragdo de frac@o utilizada. A atividade antiproliferativa desta fragdo foi concentra¢do
seletiva com efeito citostatico e citocida para a linhagem de pulmio, porém sem inibi¢io
significativa do crescimento da UACC-62. A tabela 17 do anexo I descreve os dados brutos da
média da absorbancia + desvio padrdo e a porcentagem de inibicdo de crescimento de cada

concentragao utilizada.
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GRAFICO 15: Atividade antiproliferativa da fracdo terpénica de Aspidosperma tomentosum

Mart..
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Nos ultimos cinqiienta anos a pesquisa de novas drogas anticincer introduziu na terapéutica
cerca de 70 medicamentos, sendo que a maioria das drogas encontradas é 1itil em tumores
de crescimento rapido, como as leucemias e linfomas. A insuficiéncia de drogas para o
tratamento de tumores solidos, provavelmente, é consequéncia dos modelos de triagem
utilizados, ja que historicamente foi realizada uma triagem de drogas tendenciosa para
tumores hematolégicos (Johnson, 1990, Cragg et al. 1994, Pessoa et al. 2000). Dessa forma,
fica evidente a necessidade de modelos para a triagem de drogas orientadas para os tumores
solidos, através da utilizagdo de metodologia que empregue células originarias de cancer

humano (Cragg & Newman 1999, Boyd 1989).
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A metodologia de triagem in vitro, preconizada pelo Instituto Nacional do Cancer dos
Estados Unidos e utilizada neste trabalho, permite a avaliagio das substincias-teste em
diversos tipos de células neoplasicas, possibilitando a descoberta de drogas com maior
especificidade. Outra vantagem € sua rapidez, eficiéncia e reprodutibilidade dos resultados

(Monks et al. 1991, Skehan et al. 1990).

Para o desenvolvimento deste trabalho, inicialmente foi realizada a padronizagdo das
linhagens de células tumorais humanas, através da caracterizagio do perfil de crescimento de
cada linhagem celular, com a finalidade de determinar a densidade de inoculagdo a ser
utilizada no experimento. Esta determinagéo ¢ de fundamental importancia, Jja que as células
devem estar na fase exponencial de crescimento todo o experimento e o valor da leitura
espectrofotométrica a 540 nm ndo pode ultrapassar a faixa de linearidade do ensaio (1.8 a
2,0 densidade optica por unidade). Esta densidade de inoculagio foi definida através de um
experimento de curva de crescimento de cada linhagem celular, sendo selecionada aquela

densidade que fornecesse o perfil de crescimento adequado.

As celulas neoplasicas possuem o genoma instavel, sofrendo mutagoes e gerando clones
mutantes. Para monitorar a formagdo destes clones as células foram fotografadas, a fim de
documentar as caracteristicas morfologicas das células e de suas coldnias. Adicionalmente,
foi determinado o perfil de quimiossensibilidade das linhagens celulares a trés
quimioterapicos utilizados na clinica (5-FU, CPT 11 e DOX). Estes ensaios foram realizados

periodicamente, a fim de assegurar a confiabilidade das culturas celulares, garantindo que as
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mesmas nao sofreram mutagdes, alterando a linhagem padrdo. Adicionalmente, as culturas

foram descartadas apos 20 repiques.

A especie vegetal estudada neste trabalho, a Aspidosperma tomentosum Mart., foi
selecionada apoés uma triagem das espécies provenientes do cerrado brasileiro, em um

projeto de pesquisa financiado pela FAPESP (Processo n° ° 95/09607-5).

Como a Aspidosperma tomentosum Mart. exsuda latex leitoso, parte do material, ainda
fresco, foi moido na presenga de gelo seco, com posterior extragio com etanol a 95%,
resultando no extrato codificado como EBEF. Estes cuidados foram necessarios a fim de
evitar a perda de substancias termolabeis. Uma segunda parte do material vegetal foi seco
em estufa, com a finalidade de impedir a hidrolise e bloquear o crescimento de
microorganismos, os quais poderiam alterar as substincias quimicas presentes. A extracdo
deste material com diclorometano forneceu um extrato (EBDS) rico em compostos de baixa
polaridade. Quando o residuo vegetal foi retomado e esgotado com etanol 95%, foi obtido
um outro extrato (EBES) rico em substancias de alta e média polaridade. Desta forma, foi
possivel garantir a extragdo das substdncias com diferentes perfis de polaridade,

categorizando-as em extratos distintos.

Os extratos brutos obtidos de Aspidosperma tomentosum Mart. foram submetidos ao ensaio
antiproliferativo in vitro utilizando linhagens tumorais humanas. A analise dos resultados
demonstrou que EBDS apresentou uma melhor atividade antiproliferativa nestas linhagens,

com agdo citocida para a linhagem MCF 7, na concentragio de 125ug/mL quando
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comparado ao EBES, sendo que este inibiu somente o crescimento da MCF 7 e da UACC-
62. Quando comparamos a atividade antiproliferativa de EBEF e EBDS, observamos que
ambos inibiram o crescimento das linhagens MCF 7, UACC-62, NCI-ADR e NCI-460.
Adicionalmente, estes extratos ndo inibiram significantemente o crescimento da linhagem
K-562. Este fato ¢ de fundamental importancia ja que a quimioterapia atual esta deficitaria

em drogas para o tratamento de tumores solidos.

Ja que os perfis de atividade antiproliferativa do EBDS e do EBEF foram semelhantes, o
extrato diclorometanico obtido a partir da planta seca foi selecionado para a continuidade

dos estudos, a fim de facilitar o processamento fitoquimico.

A analise da curva concentragdo-atividade dos extratos EBDS e EBES demonstrou que o
EBES, na maior concentragdo utilizada, apresentou atividade antiproliferativa e apenas o
EBDS demonstrou atividade concentragdo-dependente. Por outro lado, a analise de
cromatografia em camada delgada revelou a presenga de substincias na faixa de média

polaridade apenas no EBDS.

Assim, o EBDS foi purificado em coluna cromatografica seca, sendo obtidas trés fracdes
distintas denominadas Fragdo Apolar (FA), Fracdo de média polaridade (FMP) e Fracao
Polar (FP). Estas fracdes foram submetidos aos ensaios bioldgicos e determinamos que a FA
nao apresentou atividade antiproliferativa nas concentragdes utilizadas, sendo portando
excluida a possibilidade da substancia responsavel pela atividade antiproliferativa da

Aspidosperma tomentosum Mart. apresentar caracteristicas apolares. Ja FMP apresentou
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atividade antiproliferativa concentragdo-dependente e linhagem seletiva, sendo que a
atividade foi marcante para as linhagens NCI-460, UACC-62 ¢ MCF 7, sendo portanto esta

fracdo submetida ao fracionamento fitoquimico.

A FP nao demonstrou seletividade celular, apesar de inibir todas as linhagens de forma
concentracio-dependente, apresentando citotoxicidade na maioria das concentragdes
estudadas. Apesar desta fragdo poder ser considerada até mais eficaz que FMP, ndo
apresentou seletividade celular e, portanto, ndo recebeu prioridade no fracionamento

fitoquimico

Dados bibliograficos mostram que os alcaléides, a exemplo daqueles extraidos da Vinca,
apresentam importante atividade antiproliferativa. Devido ao fato de existirem relatos da
presenca de alcaldides na familia Apocynacea (Scriperma et al , 1999), foi utilizado um
metodo de extragdo acido-base, direcionado para a extragdo de alcaloides, para fracionar a
FMP. Este fracionamento resultou em duas fragdes, sendo a primeira denominada Fracdo de
Alcaldides (FMA). Esta fragdo foi submetida a cromatografia em camada delgada com o
revelador Dragendorff (especifico para alcaldides), sendo confirmada a presenga majoritaria
dos mesmos. Ja a segunda fracdo foi submetida a analise por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas que constatou a presenca de terpenos, sendo portanto codificada

como Fragdo de Terpenos (FMT).

Estas duas tltimas fragdes foram submetidas ao ensaio in vitro para avaliagao de sua

atividade antiproliferativa. Foi observado que a FMT diminuiu, de forma concentragdo-
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dependente, o crescimento de todas as linhagens tumorais utilizadas, com maior seletividade
para MCF 7 e NCI- 460, enquanto que FMA nio apresentou atividade antiproliferativa
significativa nas concentragdes utilizadas, sendo assim descartada a possibilidade da
atividade antiproliferativa estar relacionada com os alcaldides presentes nessa espécie,
sugerindo que o(s) principio(s) ativo(s) responsavel(eis) pela atividade antiproliferativa

devem estar concentrados em FMT.

De forma geral, analisando todos os resultados obtidos, podemos inferir que a metodologia
utilizada neste trabalho € capaz de detectar diferentes perfis de atividade antiproliferativa,
revelando drogas com atividade seletiva ou célula-orientada, assim como a capacidade de
inibi¢ao da proliferagdo das células (atividade citostatica) ou ainda morte celular (atividade

citocida).

A continuidade deste trabalho tera como objetivo o isolamento das substincias presentes na
fragdo enriquecida em terpenos, assim como a identificacdo daquela(s) responsavel(eis) pela

atividade antiproliferativa.
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A analise dos dados obtidos neste projeto de pesquisa revelou que:

O extrato bruto diclorometdnico obtido das folhas secas e moidas da Asidosperma
tomentosum Mart. apresenta atividade antiproliferativa seletiva e concentragio dependente

sobre as linhagens tumorais utilizadas nesta triagem.

Estes dados sugerem que o(s) principio(s) ativo(s) responsavel(eis) pela atividade

antiproliferativa estdo concentrados na fragdo enriquecida em terpenos.
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Currently, over a hundred types of cancer are known, differentiated by etiology, natural history
and form of treatment. Notwithstanding the great evolution of knowledge concerning this type of
pathology, such progress has not been reflected in a proportional way in the development of
efficient techniques of prevention and cure. The existence of neoplastic cells which present
resistance mechanisms against chemotherapeutic agents and the low selectivity of these
pharmaceuticals, resulting in different levels of toxicity to normal tissues, are limiting factors to the

success of the antineoplastic treatment. Therefore, there is a great need for new and better
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therapeutic resources, including new chemotherapeutic agents. This study evaluated the in vitro
antiproliferative activity of crude extracts and fractions of Aspidosperma tomentosum Mart, a tree
from the so-called cerrado woods, popularly known as “peroba do campo”. Antiproliferative
activity was determined by the sulforhodamine B assay using five human cancer cell lines: K-562
(leukemia), MCF 7 (breast), NCI-ADR (breast expressing the multidrug resistance phenotype),
NCI-460 (lung) and UACC-62 (melanoma). Cells were cultured in the presence of the test
substance for 48 h. The exposure to dicloromethane and ethanol extracts from the Aspidosperma
tomentosum Mart. resulted in concentration-dependent growth inhibition on MCF 7, UACC-62,
NCI-ADR and NCI-460. Comparing to the ethanol extract, the dichoromethane extract presented
a higher activity on these cell lines, including a cytocidal effect against MCF 7 at a concentration
of 125ug/mL. The crude extracts did not significantly inhibit the growth of the K562 at maximum
concentration tested. The crude dichoromethane extract was fractionated by column
chromatography on silicagel, providing fractions denominated: unpolar (FA), terpenic medium
polar (FMP), alkaloid medium polar (FMA) and polar fraction (FP). FMT exposure produced
concentration-dependent growth inhibition of the cell lines. This effect was particularly evident
against MCF 7 and NCI 460 cells, FP did not demonstrate cell line selectivity, having inhibited all
the cell types in a concentration-dependent pattern. The FA and FMA fractions did not present
significant growth inhibition activity within the tested concentrations. These results suggest the
active principle(s) which is (are) responsible for the antiproliferative activity is (are) concentrated

in the FMT and FP.
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