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RESUMO

O cancer é um conjunto de doengas que atinge milhdes de pessoas, sendo a
segunda causa de morte da populagdo mundial. Caracteriza-se pelo desenvolvimento de
células instaveis que passam a nao responder aos estimulos internos e externos que
controlam a proliferacao, diferenciacdo e morte celular. Apesar da grande quantidade de
estudos relacionados ao género Piper e suas espécies, ndao ha descricdo sobre a
atividade antiproliferativa in vitro e antitumoral in vivo da espécie P. regnellii (Mig.) C. DC.
var. regnellii. O presente estudo avaliou a atividade antiproliferativa in vitro desta espécie,
coletada em trés épocas diferentes: junho e outubro de 2008 e fevereiro de 2009. Dentre
as coletas realizadas, o extrato bruto diclorometanico de junho e suas fragdes de média
polaridade apresentaram atividade citotoxica in vitro com boa correlagdo entre
concentragao e efeito e também seletividade para as linhagens horménio-dependentes de
ovario (OVCAR-3) e mama (MCF7), bem como para as linhagens de melanoma (UACC-
62) e prostata (PC-3). De acordo com os nossos estudos, uma das substancias
responsaveis por esta atividade € uma neolignana denominada eupomatendide-5. Os
efeitos observados in vitro pela fragao rica em lignanas foram comprovados em modelo in
vivo de tumor sélido de Ehrlich. Além disso, o extrato bruto diclorometanico de P. regnellii
reduziu o edema de pata produzido por carragenina sugerindo uma correlagdo entre
cancer e inflamacao. Este é o primeiro trabalho que relata o efeito antiproliferativo e anti-
inflamatorio de P. regnellii e os resultados obtidos incentivam a continuagcéo dos estudos
visando a elucidagdo do mecanismo de acgao e identificando outros principios ativos que,
em sinergismo com o composto eupomatendide-5, potencializem a atividade de P.

regnellii.
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ABSTRACT

Cancer is a pool of many diseases diagnosed in thousands of people all over the
world and represents the second major cause of death worldwide. The loss of normal cell
growth control is the main event in the development of cancer and includes specific steps
known as cell proliferation, differentiation and apoptosis. Despite numerous studies related
to Piper genus, there is no description of any antiproliferative (in vitro) or antitumoral
activity (in vivo) of Piper regnellii (Miq.) C. DC. var. regnellii. The present study evaluated
the antiproliferative activity of this species, collected in three different periods: June and
October, 2008 and February 2009. Among the plants evaluated, the medium polarity
fractions obtained from the dichloromethanic crude extract of the plants collected in June
presented concentration-effect correlation and also selectivity towards hormone-
dependent ovary (OVCAR-3) and breast (MCF7) cell lines, as well as melanoma (UACC-
62) and prostate (PC-3). According to our studies, one of the compounds responsible for
this activity is classified as eupomatenoid-5, that is a neolignan. Effects observed in vitro
for the lignans enriched fractions were confirmed through the Ehrlich solid tumor model in
mice. In addition, preliminary results with dichloromethane crude extract of P. regnellii in
anti-inflammatory experimental model of paw edema induced by carrageenan suggest the
connection between cancer and inflammation. The present study represents the first report
of both antiproliferative and anti-inflammatory promising activities of this species indicating
the benefits of further studies in the search of more purified compounds and active
principles that in synergism with eupomatenoid-5 can potentiate anticancer activity’s result,

as well as their mechanisms of action.
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Introducdo

1. INTRODUGAO

1.1 Cancer e carcinogénese

Cancer é 0 nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas, que tém em comum o
crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se
para outras regides do corpo (INCA, 2009). Segundo estimativas da Organizagdo Mundial
de Saude (OMS), anualmente surgem mais de dez milhées de novos casos de cancer com
cerca de 8 milhdes de mortes, tornando-se, em paises desenvolvidos, a segunda causa de
morte, sendo superada apenas pelas doencas cardiovasculares e estes indices tendem a
aumentar nos proximos anos (TAKACHI et al., 2008; SAKLANI e KUTTY, 2008; JEMAL et al.,

2009; RUZZA e QUINTIERI, 2009; WHO, 2010).

O aumento da incidéncia de cancer &, em parte, consequéncia do aumento da
expectativa de vida da populagéo, pois o aparecimento dessa patologia é favorecido pelo
envelhecimento do organismo (FERLAY et al., 2007). Atualmente sdo conhecidas mais de
cem tipos de neoplasias, diferenciadas pela etiologia, processo de evolugao e forma de
tratamento. Dentre os diversos tipos, os com maior indice de letalidade continuam sendo
as neoplasias malginas de pulmao, brénquio, prostata, mama, colon e reto (JEMAL et al.,

2009).

Geralmente o céncer tem inicio através de alteragcdes genéticas, sendo as
mutacdes somaticas a base para a geragdo de um céncer. A célula anormal, que cresce e
prolifera desordenadamente, origina um tumor, que pode ser benigno, caso as células
neoplasicas nao sejam invasivas; ou maligno, se suas células invadirem tecidos
adjacentes (ALBERTS et al., 2008).

Células normais sao perfeitamente sintonizadas com o ambiente em que elas se

encontram e respondem a sinais reguladores externos que podem estimular ou inibir a
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Introducdo

proliferagéo celular. As neoplasias caracterizam-se por ignorar os sinais externos e
internos que regulam a proliferagao celular, perdem o controle dos processos de apoptose
e diferenciagdo, sdo geralmente instaveis, deficientes no reparo de danos no DNA e na
correcdo de erros de replicacdo, tendendo a acumular mutagdes. S&o invasivas,
sobrevivendo e proliferando em novos ambientes, produzindo metastases e angiogénese
auto-sustentada. (BERTRAM, 2001; BROWN e ATTARDI, 2005; FADEEL e ORRENIUS,
2005; ALBERTS et al., 2008).

Acredita-se que a transformacgao de uma célula normal em tumoral € um processo
que pode atravessar varios estagios ao longo de varios anos ou décadas. Os estagios de
carcinogénese incluem iniciagao, promogao e progresso. O primeiro envolve uma reagao
entre a substancia promotora do cancer e o DNA das células do tecido, podendo haver
suscetibilidade genética. Este estagio pode permanecer latente, podendo ser um risco
para o desenvolvimento de cancer em uma fase tardia. O segundo ocorre muito
lentamente por um periodo que compreende muitos meses ou anos. Durante este estagio,
as alteragdes na dieta e estilo de vida podem ter um efeito benéfico, podendo até nao
ocorrer o cancer. O terceiro estagio envolve a progressao e expansao do cancer, sendo
que este processo pode ser ativado por varios carcindbgenos ambientais, como o cigarro,
dejetos industriais e vapores de combustiveis (REDDY et al., 2003).

De maneira ampla, células tumorais possuem defeitos nos processos regulatorios
que governam sua proliferacao, incluindo perda na sensibilidade aos estimulos inibitérios
para a proliferacdo. No interior de um tecido normal, multiplos estimulos antiproliferativos
operam com a finalidade de manter a célula em seu estado quiescente e também
promover homeostase do tecido. Estes estimulos antiproliferativos podem bloquear a
proliferacdo por dois mecanismos distintos: as células podem ser forcadas a permanecer
em seu estado quiescente, podendo reiniciar o ciclo celular se houver estimulo suficiente
para tal, ou as células podem ser induzidas a abandonar de maneira permanente seu

3



Introducdo

potencial proliferativo, sendo conduzidas a estados pds-mitéticos, usualmente associados
com aquisicao de tracos diferenciados especificos (WEINBERG, 2008).

Nos ultimos cinquenta anos a pesquisa de novas drogas anticancer introduziu na
terapéutica cerca de 200 drogas (KAMB et al., 2007), sendo aproximadamente 70 com amplo
uso clinico e, quando se analisa a forma como essas drogas foram obtidas, € possivel indicar
novos rumos para o desenvolvimento de métodos de triagem de substancias anticancer. Até o
advento da biologia molecular durante a segunda metade do século vinte, pouco se sabia a
respeito dos mecanismos bioldgicos referentes a transformagéo e a progressao do tumor
(CHABNER e ROBERTS JR, 2005). Atualmente, a biologia do cancer tem sido muito estudada
e uma das principais aplicagdes desse conhecimento € no desenvolvimento de novos
quimioterapicos.

Os agentes hoje conhecidos com agdo sobre o cancer podem ser classificados
em dois grupos: o primeiro é constituido por drogas que inibem a iniciagdo do processo
carcinogénico e o segundo por drogas que inibem a proliferagdo celular durante as fases
de promogao e progressao do cancer. Muitos agentes do primeiro grupo sdo encontrados
em alimentos, como os diterpenos do café e os acidos sulfidicos do alho. Outro exemplo
classico de quimioprevengao, como é denominada a agao desses agentes, € o elevado
consumo do cha verde no oriente, cujos polifendis possuem atividade comprovada em
diversos sistemas fisioldgicos. Ja os agentes supressores sao 0s mais procurados para o
desenvolvimento de novos farmacos, pois atuam apés a instalacéo da doenga (DUVOIX
et al., 2005; LAMBERT et al., 2005). O tratamento atual torna-se pouco eficaz pelo
mecanismo de agdo desses farmacos supressores. Muitos deles s&o agentes
genotoéxicos, danificando o DNA e podendo gerar mutagcdes que gradualmente se

refletem em tumores secundarios.



Introducdo

1.2 Cancer e apoptose

A habilidade de populagdes de células tumorais de se expandir em numero é
determinada nao somente pela taxa de proliferagdo celular, mas também pela taxa de
atrito entre as células. A morte celular programada, ou apoptose, representa a maior fonte
deste atrito (HANAHAN e WEINBERG, 2000). A apoptose e a proliferagdo celular
possuem uma participacdo importante na tumorigénese, determinando o crescimento

tumoral e consequentemente sua agressividade (TERZIAN et al., 2007).

Como ja salientado, as células cancerosas perdem a capacidade de reconhecer os
sinais externos e internos que regulam a proliferacao celular, evitam os processos de apoptose
e diferenciagcdo, sdo geralmente instaveis, deficientes no reparo de danos no DNA e na
correcéo de erros de replicacéo, tendendo a acumular mutagdes. Tais alteragdes podem levar
a inativacdo de genes supressores de tumor (p53, pRb); ativacdo de oncogenes -
myc,myb,src,ras,fos; inativagdo de genes que induzem a apoptose (como o Fas e o Bak); ou a
ativacao de genes que inibem a apoptose, como o bcl-2 (ALBERTS et al., 2008; WEINBERG,

2008).

O mecanismo anticancer mais procurado nos ultimos anos tem sido o de indugéo
seletiva de apoptose, levando apenas células malignas a morte (SUBHASHINI et al.,
2005). A apoptose tem um papel importante na determinagdo do crescimento tumoral e
sua agressividade. Sendo assim, é considerada um mecanismo celular intrinseco e
regulado, através do qual ha um controle entre a produgdo de novas células e a
capacidade individual das mesmas em se autodestruirem (TERZIAN et al., 2007). Uma de
suas caracteristicas é a ativacdo de proteases aspartato-especificas conhecidas como
caspases. A inducdo de morte por apoptose através de um sinal externo € uma das

tentativas da terapia contra o cancer (BROKER et al., 2005; FADEEL e ORRENIUS,
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2005). Alguns trabalhos demonstram que substancias oriundas de plantas podem ativar a

apoptose via caspase-3 em linhagens celulares tumorais (KIM et al., 2006).

1.3 Invasao e metastase

O tumor primario € uma massa presente no local onde ocorre a conversdo de uma
célula normal em uma célula tumoral. Entretanto, as células tumorais nem sempre
permanecem na massa tumoral primaria, podendo ser deslocadas por invasao ou por
metastase, onde ha a formagéo de tumores secundarios em outros 6rgaos localizados em
pontos distantes do tumor primario (OPPENHEIMER, 2006).

Invasdo é a expansao de células tumorais para o interior do tecido circundante,
como resultado da divisao celular continua. Entretanto, o movimento celular ativo pode
ocorrer. Células tumorais possuem a tendéncia de promover fraca adesao entre si, 0 que
facilita seu deslocamento e locomocio. Este movimento ndo ocorre no tecido normal.
Entretanto, células tumorais ndo séo controladas pelo contato, e continuam a crescer e se
mover para o interior dos tecidos circundantes. Além disso, muitas células tumorais
liberam proteases, que provavelmente atuam rompendo tecidos circundantes e, assim,
facilitando a invasdo (MAZZOCA et al., 2005; WILSON et al., 2005).

Metastase é a propagacédo de células tumorais para areas nao diretamente
adjacentes ao tecido primario. O espalhamento pode ocorrer por invasdo de vasos
sanguineos ou linfaticos, por penetracao das células tumorais no interior da cavidade
corpérea ou espagos que circundam os orgaos. Apds se desprender do tumor primario, a
célula tumoral pode penetrar em vasos sanguineos e linfaticos, migrando para outros

érgdos (FIDLER, 2002).
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1.4 Cancer e Inflamacao

A relagao funcional entre cancer e inflamagao nao é recente. Em 1863, Virchow
pressupds que o cancer era originado em locais que apresentavam inflamagao cronica e,
em parte, baseou sua hipétese no aumento da proliferagao celular que algumas classes
de agentes irritantes causavam em conjunto com o dano tecidual e a inflamagéo
persistente (BALKWILL e MANTOVANI, 2001). Apesar de estar claro que somente a
proliferacado celular ndo causa cancer, a divisdo celular sustentada em um meio ambiente
rico em células inflamatérias, fatores de crescimento e agentes causadores de dano ao
DNA, certamente potencializam e/ou promovem riscos de ocorréncia tumoral. Durante o
dano tecidual, a proliferagéo celular € aumentada enquanto o tecido se regenera e entéao
0 agente agressor é totalmente removido e o processo de reparo se completa. Em
contraste, células em proliferagdo com dano em DNA continuam a proliferar em
microambientes ricos em células inflamatérias e fatores de crescimento (STUELTEN et
al., 2008). De certo modo, é possivel considerar que tumores agem como um ferimento
que falhou ao cicatrizar (DVORAK, 1986).

Talvez a melhor evidéncia para o significado da inflamagao durante a progressao
neoplasica venha de estudos onde é avaliado o risco de cancer em pacientes que utilizam
a aspirina e outros anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs) por um longo periodo.
Muitos dados indicam que o uso destas drogas reduz o risco de ocorréncia do cancer de
coélon em 40-50%, e pode ser preventivo para os de pulmao, esd6fago e estdbmago
(BARON e SANDLER, 2000; GARCIA-RODRIGUEZ e HUERTA-ALVAREZ, 2001). A
capacidade dos AINEs em inibir as ciclo-oxigenases (COX-2) é a base de seu mecanismo
de prevencao (THUN et al., 2004).

Células que medeiam a resposta inflamatéria liberam fatores paracrinos e

autécrinos que estimulam a proliferagdo celular, inibem apoptose e induzem a
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angiogénese. Estes fatores podem acelerar a mutagénese, promover a sobrevivéncia e a
proliferacdo de células mutadas e aumentam a probabilidade de um clone particular de
células adquirir mutagdes genéticas para se tornar invasivo e metastatico (THUN et al.,
2004). Os anti-inflamatérios nao esteroidais estimulam a apoptose e inibem a
angiogénese, dois mecanismos que suprimem o crescimento tumoral (THUN et al., 2002).

Muitos tipos de cancer se desenvolvem a partir de sitios de inflamagao, sendo esta
muitas vezes responsavel pela tumorigénese, transformacao celular, proliferagao,
invasdo, angiogénese e metastase (COUSSENS e WERB, 2002; AGGARWAL et al.,

2006; MANTOVANI, 2007).

1.5 Modelos de estudo de atividade anticancer in vitro e in vivo

Para a descoberta de quimioterapicos, duas metodologias s&o amplamente
utilizados em pesquisa: os testes in vitro e os in vivo. Nos modelos in vitro, a linha de
estudo segue para os testes de toxicidade, os quais direcionam a pesquisa para
moléculas com potencial de matar células neoplasicas em cultura, numa correlagao entre
a concentracao e a resposta seletiva para alguma célula tumoral (CHABNER e ROBERTS
Jr, 2005).

Com o aprimoramento da metodologia de cultura de células foi possivel o
desenvolvimento de diversas linhagens celulares oriundas de tumores humanos, que
possibilitaram o desenvolvimento da metodologia para triagem in vitro. Com esse objetivo,
o Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos desenvolveu um painel de células
cancerigenas que atualmente conta com 60 linhagens oriundas de oito tipos de tumores
sélidos (pulmao, melanoma, mama, rim, célon, préstata, ovario, cérebro) e do sistema
hematopoiético. Dessa maneira, essa metodologia permite a avaliagdo em diversos tipos

de células neoplasicas, possibilitando a descoberta de farmacos com maior
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especificidade. Outra vantagem dessa triagem ¢é a rapidez e eficiéncia do método, que em
apenas uma semana pode avaliar um numero elevado de drogas (RUBISTEIN et al.,
1990; SKEHAN et al., 1990; MONKS et al., 1991). Atualmente os métodos de triagem in
vitro em cultura de células tumorais sdo os mais utilizados para a descoberta e
desenvolvimento de novas drogas (CHEN et al., 2009).

Embora essa metodologia utilizando cultura de células tumorais humanas seja
muito pratica e eficiente para identificacdo de principios ativos e para estudos do
mecanismo de acgdo, a etapa fundamental no desenvolvimento de uma nova droga
anticancer € a comprovagcdo de sua atividade em modelos experimentais utilizando
animais de laboratério. A atividade citocida seletiva sobre células cancerosas observada
em modelos in vitro pode nao se refletir necessariamente numa atividade in vivo. Muitas
substancias apresentam excelente atividade em cultura de células, porém, quando
administradas em um animal, perdem sua atividade por metabolizagcdo ou problemas de
biodisponibilidade. O modelo in vivo permite a obtencdo de informagdes sobre a
farmacocinética e a farmacodinamica do novo composto. Portanto, um estudo combinado
desses dois modelos é muito indicado para uma conclusdo mais definitiva a respeito do
potencial anticAncer de uma nova substancia (SMITH et al., 2005).

Diversos modelos in vivo de estudo do cancer foram desenvolvidos com o uso de
animais de laboratorio para confirmacao dos testes in vitro. O modelo de tumor sélido de
Ehrlich € um exemplo de metodologia utilizada por ser pratico e transponivel para a
andlise de efeitos antineoplasicos de diversas moléculas e compostos. E um tumor
murino, transplantavel, originado de um adenocarcinoma mamario (NASCIMENTO et al.,
2006), atualmente muito utilizado nas suas formas ascitica e solida (SAKAI et al., 2009).
Segundo FECCHIO et al. (1990), a presencga de células tumorais de Ehrlich promove um
aumento nos niveis de prostaglandina E2, sugerindo uma relagcdo entre cancer e

inflamacao.
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1.6 Plantas medicinais

As descobertas de novas drogas anticancer de origem vegetal tém incentivado as
pesquisas nessa area. A OMS define planta medicinal como sendo “todo e qualquer
vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas com
fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos” (WHO, 1998).

Plantas tém sido utilizadas como medicamentos por milhares de anos, inicialmente
em sua forma bruta, como tinturas, chas, e outras formulagdes (BALICK e COX, 1996;
MALHOTRA e SINGH, 2009). Frequentemente sao utilizadas com o intuito de substituir
ou auxiliar terapias convencionais no tratamento de varias doengas. Entre outros fatores,
a preferéncia no uso das plantas medicinais decorre da facilidade de obtengao e do baixo
custo. Porém, sabe-se que plantas medicinais apresentam ampla diversidade de
metabolitos secundarios com diferentes atividades biolégicas (SIMOES et al., 2003),
justificando a necessidade de um aprofundamento no conhecimento das propriedades das
espécies vegetais e sua utilizagao na formulagdo de medicamentos.

A descoberta de medicamentos de plantas medicinais tem exercido um papel
importante no tratamento do céncer. A utilizagdo de plantas como fonte de produtos
terapéuticos remonta os tempos antigos na histéria da humanidade, e apesar do enorme
desenvolvimento da sintese quimica, ainda cerca de 25% das drogas prescritas no mundo
sdo de origem vegetal, sendo que 121 principios ativos sdo de uso corrente (CALIXTO et
al., 1998; BALUNAS e KINGHORN, 2005; KOEHN e CARTER, 2005). Atualmente cerca
de 60% dos quimioterapicos sdo produtos naturais ou derivados desses (CRAGG e
NEWMAN, 2009).

A maioria das substancias ativas sdo compostos isolados, incluindo muitos
alcaléides como morfina, codeina (analgésicos); papaverina (inibidor de fosfodiesterase);

efedrina, cafeina (estimulantes); ajmalina, quinidina (antiarritmicos); quinina
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(antimalarico); reserpina (antihipertensivo); capsaicina (dores reumaticas); colchicina
(tratamento de gota); yoimbina (afrodisiaco), entre outros (WINK et al., 2005).

As plantas tém sido um excelente recurso para o desenvolvimento de potenciais
farmacos, principalmente contra o cancer. De 1961 a 1999 nove compostos foram
aprovados como farmacos anticAncer nos EUA, sendo eles: vinblastina, vincristina,
vinorelbina, etoposida, teniposida, paclitaxel, docetaxel, topotecan e irinotecan (LEE,
1999).

Tendo-se em vista a elevada incidéncia de cancer no mundo, os estudos visando a
busca de novas drogas anticancer devem se intensificar, abordando a quimica dos

compostos, os mecanismos de agao e a busca pela seletividade.

1.7 Género Piper e Piper regnellii

O género Piper pertence a familia Piperaceae, apresentando cerca de 700
espécies. As espécies do género Piper, amplamente distribuidas nas regides tropicais e
sub-tropicais do mundo, sdo usadas medicinalmente para diversos fins e apresentam
importancia econémica por serem pimentas, usadas mundialmente como “temperos
picantes” (PARMAR et al., 1997). Além disso, sao fontes de 6leos essenciais bioativos e
de grande interesse para as industrias farmacéuticas (SILVA e MACHADO, 1999).

Substancias isoladas de diferentes espécies de Piper tém aumentado o interesse
por este género, devido as atividades biologicas apresentadas. Investigacdes
fitoquimicas revelaram o acumulo de diversas classes de principios ativos, sendo que os
compostos isolados de diferentes espécies foram classificados em 12 categorias:
alcaléides/amidas, propenilfendis, lignanas, neolignanas, terpenos, esterdides,
cavapironas, piperolidas, chalconas e dihidrochalconas, flavonas, flavanonas e

compostos miscelanicos (PARMAR et al., 1997). Diversas substancias isoladas de
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espécies de Piperaceae apresentaram atividades bioldgicas como anti-PAF (fator de
ativacdo plaquetaria), antifungica, antimicrobiana, moluscicida, anti-inflamatdria,
antiparasitaria e inseticida (PESSINI et al., 2005; ATJANASUPPAT et al., 2009; CELINE
et al., 2009; LAGO et al., 2009; SINGH et al., 2009). Além disso, varios alcaldides tém
sido apresentados como agentes citotéxicos em varias linhagens tumorais
(BALACHANDRAN e GOVINDARAJAN, 2005; TSAI et al., 2005; DECIGA-CAMPOS et
al., 2007), evidenciando o potencial anticancer destas espécies (LAMPE, 2003;
SELVENDIRAN et al., 2006; BEZERRA et al., 2008).

Piper regnellii (Miq.) C. DC. var. regnelli € uma espécie herbacea conhecida
popularmente como caapeba e pariparoba e estd amplamente distribuida nas regides
tropicais e sub-tropicais (BENEVIDES et al., 1999). As folhas e raizes sao usadas na
forma de extratos, infusbes ou emplastros para o tratamento de feridas, redugao de
inchacos, irritagdes na pele e infecgbes (CORREA, 1984; HOLETZ et al., 2002;
SCHIMIDT et al., 2009). Triagem realizada com plantas medicinais reportou a atividade
antimicrobiana do extrato hidroalcodlico das folhas de P. regnellii (Miq) C. DC. sobre as
bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis, e sobre os fungos
Candida albicans, C. krusei, C. tropicalis e dermatdfitos do género Trichophyton e
Microsporum (CONSTANTIN et al., 2001; HOLETZ et al., 2002; DUARTE et al., 2007;

FELIPE et al., 2008; KOROISHI et al., 2008).

1.8 Lignanas e Céancer

Lignanas sao compostos fendlicos formados pela unido de dois residuos de acido
cindmico (SETCHELL, 1995). De acordo com THOMPSON (1998), geralmente as
lignanas apresentam um esqueleto de dibenzilbutano e sao formados como um

bioproduto da sintese de lignanas nas plantas. Devido a sua estrutura fendlica, as
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lignanas tém propriedades antioxidantes (PRASAD, 1997). Diversos estudos
epidemiolégicos sugerem que os fitoestroégenos, incluindo as lignanas, tenham um efeito
protetor contra diversos tipos de cancer, particularmente os horménio-dependentes
(mama, ovario e prostata) e atuem tanto na fase inicial quanto promotora do cancer,
evidenciando um papel importante no processo de carcinogénese (THOMPSON, 1998).
Dentre as lignanas, podemos citar a podofilotoxina, proveniente da espécie vegetal
Podophyllum peltatum, que possui um efeito antitumoral comprovado cientificamente. O
maior efeito citotoxico da podofilotoxina é a inibicdo da divisdo celular na metafase,
detendo a duplicacdo dos cromossomos e retendo a divisdo celular no estado mitético do
ciclo celular. Seus derivados etoposido e teniposido (Figura 1) induzem a quebra das
ligacdes simples e duplas de DNA e apresentam atividade sobre a topoisomerase Il
Esses compostos sao derivados semi-sintéticos que foram desenvolvidos em 1970 na
tentativa de obtencdo de derivados com menor potencial toxico gastrointestinal,
permanecendo até hoje como importantes quimioterapicos no tratamento do céncer

(DAVID et al., 2001; DAYAN et al., 2003; WINK et al., 2005; NITISS, 2009).

HO OH

OH
OH
u]

Etoposideo Teniposideo

Figura 1. Estrutura quimica dos compostos etoposideo e teniposideo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Avaliar a propriedade anticancer de extratos brutos, fragbes e compostos isolados
de P. regnellii (Miq.) C. DC. var. regnellii através de ensaios in vitro, utilizando cultura de
células tumorais humanas, bem como ensaios in vivo em modelos experimentais de

cancer, utilizando animais de laboratério.

2.2 Objetivos Especificos

e Coleta do material vegetal cultivado no CPQBA em diferentes épocas do ano;

¢ Obtencgao de extratos brutos e triagem de atividade anticancer in vitro;

e Fracionamento dos extratos ativos por biomonitoramento;

¢ Isolamento dos compostos responsaveis pela atividade citotoxica e anticancer;

e Avaliacdo da atividade observada in vitro em animais via tumor solido de Ehrlich;

o Teste de atividade antiedematogénica em modelo de edema de pata induzida pela

carragenina.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao do material vegetal

As folhas de Piper regnellii (Miq.) C. DC. var. regnellii (Figura 2) foram coletadas
no campo experimental do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e
Agricolas (CPQBA) da UNICAMP, sob supervisdo da Dra. Glynn Mara Figueira e
identificadas pela Dra. Elsie Franklin Guimaraes. Sua exsicata esta depositada no

herbario do CPQBA (n° 221).

Figura 2. P. regnellii (Miq.) C. DC. var. regnellii
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3.2 Obtencao dos extratos brutos

A obtencao dos extratos e as etapas de fracionamento foram realizadas na Divisao
de Fitoquimica do CPQBA, sob orientagcao da Dra. Mary Ann Foglio.

Foram realizadas trés coletas das folhas de P. regnelli: Duas em 2008 (junho e
outubro) e uma em 2009 (fevereiro). Como esta planta tem um teor de umidade de
aproximadamente 78%, foram coletados 900g de folhas frescas, a fim de obter cerca de
200g de folhas secas. O material vegetal foi seco em estufa (Fabbe, modelo 170) a 45 °C
e moidos em triturador de facas (Metalurgica Roma, modelo RM-20).

Primeiramente a amostra de junho de 2008 foi submetida a um processo de
maceragao dinamica com diclorometano (Merck®, Darnstadt, Germany) na proporg¢ao 1:5
(peso seco:eluente) durante 2 horas. Esse procedimento foi repetido por 3 vezes, sendo
que ao final de 6 horas os volumes resultantes foram reunidos e filtrados. O solvente
organico foi eliminado sob vacuo, em temperatura de aproximadamente 37 °C, fornecendo

entdo o Extrato Bruto Diclorometanico (EBD).

Os residuos vegetais deste processo foram retomados em etanol 70% (Merck) e
extraidos novamente por trés vezes (2h cada, maceragao dindmica, 1:5). O solvente
organico foi evaporado (37 °C) até a eliminagdo do etanol e em seguida o residuo vegetal

foi liofilizado, fornecendo o Extrato Bruto Etandlico (EBE), conforme Figura 3.
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Vegetal
Seco
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Extracéo a frio com diclorometana (3x)

Filtrado

Residuo Vegetal

Extracéo a frio com etanol 70% (3x)

Evaporado sob vacuo

Liofilizado

Extrato Bruto
Etandlico
(EBE)

Evaporado sob vacuo

Extrato Bruto
Diclorometanico
(EBD)

Figura 3. Fluxograma do processo de extracao diclorometanica e etandlica de P. regnellii

Apds o primeiro teste de atividade antiproliferativa in vitro, em que foram testados

os EBD e EBE, o material vegetal de junho foi recoletado e passou a ser primeiramente

macerado com hexano (Merck), para remog¢ao de compostos graxos e clorofilas. bem

como as outras amostras de outubro e fevereiro, originando os Extratos Brutos Hexanicos

(EBH) e, em seguida, prosseguiu-se a extracdo com diclorometano (Figura 4).
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Vegetal
Seco
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Extracéo a frio com hexano (3x)

Filtrado

Residuo

Vegetal

Extracao a fric com diclorometano (3x)
Filtrado

Evaporado sob vacuo

Extrato Bruto
Diclorometanico
(EBD)

Evaporado sob vacuo

Extrato Bruto
Hexanico
(EBH)

Figura 4. Fluxograma do processo de extragao hexanica e diclorometanica de P. regnellii

3.3 Fracionamento do Extrato Bruto Diclorometanico

Os extratos brutos que apresentaram atividade biolégica foram submetidos a dois

tipos de fracionamento: um fracionamento através de cromatografia em coluna seca

utilizando membrana de celulose como suporte e silica-gel como fase estacionaria, e

outro fracionamento por cromatografia em coluna filtrante.
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3.3.1 Cromatografia em Coluna Seca

Parte do EBD da planta coletada em junho (EBD4,,,) € todo o EBD da planta
coletada em outubro (EBDg,) foram fracionados por meio de cromatografia em coluna
seca.

A técnica de fracionamento por coluna seca consiste na separagao de extratos
brutos, possibilitando a separagdo da amostra em largas faixas de polaridades (COLLINS
et al., 2006). Tal técnica de fracionamento foi realizada em membrana de celulose, na
proporgdo de 20 cm de membrana de celulose, 1 cm de didmetro, para cada grama de
amostra. A membrana foi empacotada com silica-gel G60 (Merck®, Darnstadt, Germany)
e a mistura de solventes foi determinada através da anadlise por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), sendo selecionado o eluente hexano/diclorometano 60%:

Uma vez eluida a coluna seca, apoiou-se esta numa superficie plana e cortou-se
no numero desejado de fragdes, de acordo com a coloragdo. Cada fragéo foi colocada em
um erlenmeyer para maceragao dindmica por 1h com solvente organico apropriado. O
conteudo referente a cada fracéo foi filtrado e o solvente eliminado sob vacuo utilizando
rotaevaporador. As aliquotas foram separadas para avaliagcdo em células tumorais

humanas.

3.3.2 Cromatografia em Coluna Filtrante

A outra parte do EBD,,, foi fracionada por cromatografia em coluna filtrante, bem

como todo o EBD da planta coletada em fevereiro de 2009 (EBDre).

A técnica de fracionamento por coluna filtrante consiste em rechear um funil de
placa porosa e acoplar este a um kitassato que, com a ajuda do sistema de vacuo, elui a

fase mével através do mesmo. Esta técnica é rapida, de facil execugado e propicia uma
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forma de limpeza na amostra, permitindo a retirada de graxas e partes muito apolares que

geralmente n&o sio de interesse (COLLINS et al., 2006).

O gradiente de solventes utilizado para eluir a coluna envolveu os solventes
hexano, diclorometano e metanol em proporgdes crescentes de polaridade (Tabela 1).
As fragcdes foram coletadas e agrupadas conforme perfil observado por

Cromatografia em Camada Delgada.

Tabela 1. Gradiente de solventes, em porcentagem, utilizado para o fracionamento
em coluna filtrante do EBD4,,, € EBDoyt.

Hexano (%) Diclorometano (%) Metanol (%)

100 0 0
90 10 0
80 20 0
70 30 0
60 40 0
50 50 0
40 60 0
30 70 0
20 80 0
10 90 0
0 100 0
0 99 1
0 97 3
0 95 5
0 0 100

3.4 Obtencao da neolignana eupomatendide através de

precipitacao

As fragcbes ativas oriundas do extrato bruto diclorometanico com perfis
cromatograficos semelhantes foram agrupadas. O composto eupomatendide-5 foi obtido

através de precipitacdo com hexano deste agrupamento de fragbes. Este composto foi
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identificado por comparagao de seus dados espectrais com dados da literatura (PESSINI

et al., 2005).

3.5 Cromatografia Camada Delgada

Todas as extragdes e os fracionamentos foram monitorados por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), utilizando-se cromatofolhas de aluminio com fase estacionaria
de silica com tamanho de 20 cm x 20 cm (cromatofolha—aluminio CCF-C/25, Merck) com
pontos de aplicagdo a 1 cm da margem inferior da placa. Como fase moével foi utilizada a
mistura de hexano/diclorometano 60%. Os componentes da amostra foram visualizados
sob luz ultra-violeta (254nm) e a cromatofolha revelada com solugao de anisaldeido (acido
acético: acido sulfurico: anisaldeido 50:1:0,5) com posterior aquecimento a 100 °C durante

5 minutos. As fragdes com compostos de Rf (retention factor) proximos foram agrupadas.

3.6 Analises das fragoes e precipitado

3.6.1 Cromatografia a gas acoplada ao detector seletivo de massas (CG-EM)

A técnica de cromatografia gasosa € utilizada para separar gases ou substancias
volatilizaveis. A separagao baseia-se na diferente distribuicdo das substancias da amostra
entre uma fase estacionaria, sélida ou liquida, e uma fase mével gasosa (COLLINS et al.,
2006).

A coluna utilizada para analise foi a HP-5MS 5% Phenyl Methyl Siloxane, 30cm de
comprimento, 0,25mm de espessura e 0,25um de espessura de filme. A analise por CG-
EM das amostras foi realizada empregando-se injetor a 250 °C, coluna a 110 °C, com

razao de aquecimento de 5 °C/min. até 280 °C e mantendo-se essa temperatura por 26
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min., resultando em tempo de corrida de 1h. A interface com o detector foi mantida a 300
°C e o gas de arraste utilizado foi o Hélio, com fluxo de 1mL/min. (DUARTE et al., 2007).
A identificacdo dos constituintes foi realizada por comparagao dos espectros de massas
obtidos com os dados de biblioteca espectral NIST (National Institute of Standards and
Technology) e aqueles descritos na literatura para compostos previamente identificados

para o género Piper (PESSINI et al., 2005; POTZERNHEIM et al., 2006).

3.6.2 Ressonancia Magnética

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos em
espectréometro Briikker, modelo Avance DRX-500, operando a 500 MHz na frequéncia do
hidrogénio e a 125 MHz na frequéncia do carbono-13. O sinal residual do solvente ou do
TMS foi usado como referéncia interna. O solvente utilizado na dissolugdo das amostras
para obtencdo dos espectros foi o cloroférmio deuterado (CDCIj;, Isotec - INC). Os
resultados foram comparados com dados espectrais descritos para compostos isolados

de Piper regnellii (PESSINI et al., 2005).

3.7. Ensaios farmacoloégicos in vitro

3.7.1 Cultivo celular

As linhagens celulares cedidas pelo NCI (National Cancer Institute, EUA) ao
CPQBA/Unicamp, utilizadas na triagem da atividade anticancer (Tabela 2), foram
cultivadas em frascos de 25mL (T25) com 5mL de meio RPMI 1640 (Gibco®),
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB — Gibco®) a 37 °C em atmosfera Umida

com 5% de CO,. Quando a monocamada celular atingia cerca de 80% de confluéncia, as
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linhagens eram repicadas sob condi¢des estéreis. Rotineiramente, dois frascos de cada

linhagem celular foram sempre mantidos em cultura.

Tabela 2. Linhagens celulares utilizadas nos testes de atividade anticancer.

Tipo Celular Nome Origem DI (x 10* células/ mL)
Pulmao NCI-H460 Endoderme 4,0
Mama MCF7 Ectoderme 6,0
Ovario resistente’  NCI/ADR-RES Mesoderme 5,0
Codlon HT29 Endoderme 4,0
Prostata PC-3 Mesoderme 5,0
Melanoma UACC-62 Ectoderme 5,0
Ovirio OVCAR-3 Mesoderme 7,0
Rim 786-0 Mesoderme 45
Leucemia K-562 Endoderme 6,0

DI: densidade de inoculagao, * Linhagem que expressa fenoétipo de resisténcia a multiplos farmacos.

3.7.2 Atividade anticancer em cultura de células tumorais humanas

As amostras foram diluidas em dimetilsulféxido de sédio (DMSO) na concentragéo
de 0,1g/mL. Para a adi¢gdo na cultura de células, estas solu¢des foram diluidas em pelo
menos 400 vezes em RPMI/SFB/penicilina-estreptomicina, evitando-se assim a toxicidade

do DMSO.

Para o teste de atividade, foram plaqueados 100 uL/compartimento de células em
meio RPMI/SFB/ acrescido de 1mL/L de penicilina:estreptomicina (1000 U/mL: 1000
pg/mL, Nutricell®), nas suas respectivas densidades de inoculagdo, em placas de 96
compartimentos que a seguir foram incubadas por 24 horas a 37 °C em atmosfera de 5%
de CO, e ambiente umido. Apds este periodo, uma placa controle (T,) foi fixada através
da adicao de 50 uL/compartimento de acido tricloroacético a 50% (p/v) para determinagao
da quantidade de proteinas no momento da adicdo das drogas. Nas demais placas, as

amostras foram adicionadas nas concentragbes de 0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL, (100
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uL/compartimento) em triplicata, e a seguir foram incubadas por 48 horas. Como controle
positivo utilizou-se o quimioterapico doxorrubicina, nas concentragdes de 0,025; 0,25; 2,5
e 25 ug/mL (100 pL/compartimento) em triplicata. Apds este periodo, as células foram
fixadas com 50 uL de &cido tricloroacético a 50% (TCA). Para completar a fixagcao celular,
as placas foram incubadas por 1 hora a 4 °C e, em seguida, submetidas a quatro
lavagens consecutivas com agua destilada, para a remoc¢ao dos residuos de TCA, meio,
SFB e metabdlitos secundarios. Apos lavagem, as placas foram mantidas em temperatura

ambiente até a secagem completa.

As placas foram entao coradas pela adigdo de 50 ulL/compartimento do corante
protéico sulforrodamina B (SRB) a 0,4 % (peso/volume), dissolvido em acido acético a 1%
e incubadas a 4 °C, durante 30 minutos. Apds esse periodo, as placas foram lavadas por
4 vezes consecutivas com solugéo de acido acético 1%. Apds secagem a temperatura
ambiente, o corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com solugao de Trizma
Base (10uM, pH 10,5). A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em 540

nm em leitor de microplacas (SACOMAN et al., 2008).

A sulforrodamina B é um corante protéico que se liga aos aminoacidos basicos das
proteinas de células que estavam viaveis no momento da fixagcdo. Por isso, quanto maior
a quantidade de SRB ligada a proteina, menor a atividade citotéxica da amostra em teste
(SKEHAN et al., 1990). Os desenhos das placas controle (TO) e tratada estéo ilustrados

nas Figuras 5 e 6.

26



Materiais e Métodos
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Figura 5. Placa TO. A primeira coluna cinza representa o controle do meio de cultura
(branco do meio, contendo apenas meio com soro fetal bovino). Cada coluna colorida
corresponde a uma linhagem em sua densidade de inoculagéo.

1 2 3 4 5 3] 7 8 9 10 11 12

Célula 250 25 2.5 025 250 25 25 025 250 25

[N 250 25 25 028 280 25 25 025 280 258

L 250 25 2.5 025 280 25 25 025 250 25

Célula =10 25 2.5 025 280 25 25 0.25 25 0.25

Célula =it 25 2.8 025 250 28 28 0.25 28 0.25

Célula 250 25 25 025 250 25 25 025 25 0.25

250 25 25 0.25 2.5 025

I @ Mmoo o>

Figura 6. Placa teste. A primeira coluna cinza representa o controle do meio de cultura
(branco do meio). A segunda coluna cinza-escura representa o controle de células
tumorais. As cores claras indicam as substancias-teste, e as cores escuras respectivas o
controle das substancias-teste (branco da amostra) nas concentragdes de 250; 25; 2,5 e
0,25 pg/mL.
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Para analise dos resultados, foram calculadas as médias das absorbancias dos
compartimentos contendo células + amostras, descontando-se seus respectivos brancos,
que sdo compartimentos contendo apenas amostra. Ja a porcentagem de crescimento
(%C) foi calculada de acordo com as seguintes formulas:

Se Ta > T4 — estimulo de crescimento celular

Se To =T, < T4 — atividade citostatica: %C = 100 x [(Ta -To)/( T4-To)]

Se Ta < Ty — atividade citocida: %C = 100 x [(Ta -To)/ To]

Onde:

Ta = média da absorbancia da célula tratada — absorbancia amostra sem célula

T4 = absorbancia do branco de células

To = absorbancia do controle de células na placa T,.

Com esses valores, foram elaborados graficos relacionando a porcentagem de
crescimento com a concentracdo da amostra teste. Os valores abaixo de 50 e acima de
zero representam inibicdo de crescimento (atividade citostatica), sendo que os valores
que atingem o zero representam inibicdo total de crescimento (TGl — total growth
inibition). Os valores negativos, abaixo de zero, representam morte celular (atividade
citocida), pois a quantidade de células aferida pela absorbancia no final do experimento,
nesse caso, € menor da que iniciou o experimento (absorbancia do TO).

A concentragdo efetiva necessaria para inibir 100% do crescimento celular (TGI)
foi calculada por regressdo nao linear, tipo sigmoidal, empregando-se software Origin

versao 7.5.
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3.8 Ensaios Farmacoloégicos in vivo

Os ensaios farmacolégicos in vivo foram previamente aprovados pela Comissao
de Etica na Experimentagao Animal (CEEA/Unicamp), segundo os protocolos 1963-1,

1964-1 e 1965-1 (Anexo).

3.8.1 Teste de toxicidade aguda (Hipocratico)

Grupos de trés camundongos fémeas, da linhagem BALB/C foram tratados via
intraperitoneal (i.p.) com as doses unicas de 500, 1000 e 2000 mg/kg do EBD de Piper
regnellii. Os grupos foram observados continuamente por periodo de 4 horas e entdo
diariamente, por periodo de 14 dias. Foram avaliados sinais de toxicidade geral, como os
efeitos na locomogdo, comportamento (agitagdo, atividade reduzida, sonoléncia),
respiracao, salivagao, lacrimejamento, cianose de extremidades e mortalidade (LAPA et

al., 2008).

3.8.2 Tumor soélido de Ehrlich

Manutencédo e preparo das células

As células de Ehrlich foram descongeladas, ressuspensas em tampéao fosfato-
salina (PSB) e centrifugadas por 5 minutos a 2500 rpm a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o pellet celular novamente ressuspendido em PBS, num volume suficiente
para que cada animal receba 8,75x10° células numa proporgdo de 10 mL/kg (via i.p.).
Dois animais receberam essas células e foram considerados doadores, e apds sete dias
sofreram eutanasia por deslocamento cervical e seu liquido ascitico coletado e submetido

a processamento.
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Foram coletados 2 mL de liquido ascitico, adicionados a 2 mL de ficoll, € a mistura
foi centrifugada a 2500 rpm por 15 min., a 18 °C, para precipitar granulécitos e eritrocitos
e obter as células tumorais. Nessas condigbes formou-se um anel celular, que foi
coletado, ressuspendido em PBS e submetido a centrifugagao, nas mesmas condigdes.
O sobrenadante foi descartado e o pellet livre de hemacias e células brancas
ressuspendido em PBS em quantidade suficiente para a inoculagdo de 2,5x10° células/

60 uL na pata direita de cada animal.

Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem BALB/C, pesando entre 20-
25 g, oriundos do Biotério Central (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas. Os
grupos experimentais (n experimental = 10) foram mantidos em gaiolas individuais

identificadas e mantidos com ragao e agua fornecidos ad libitum.

Procedimento

Os animais foram pesados e o volume basal das patas traseiras direitas foi
mensurado em pletismémetro. As células tumorais, obtidas como descrito anteriormente,
foram diluidas em tampéo fosfato (PBS) e inoculadas no coxim plantar da pata traseira
direita dos camundongos, na densidade de 2,5x10° / animal. Apds 24 horas, 0s animais
foram divididos em grupos (n=10) e tratados por via i.p., sendo os grupos: controle
negativo (salina), controle positivo (doxorrubicina, 3mg/kg ou 5-Fluoracil, 15mg/kg) e os
grupos experimentais, que receberam o EBD,,, fracdo ativa ou composto isolado
(neolignana eupomatendide-5) de P. regnelli. O EBD,,, foi administrado nas doses de
100, 300 e 1000 mg/kg; a fragcao ativa nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg; e o composto
isolado na dose de 30 mg/kg. Os tratamentos foram feitos a cada trés dias, bem como a

avaliacdo da variacdo do volume das patas traseiras direitas e o peso corporal dos
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animais. No 15° dia de teste, aproximadamente, os animais foram submetidos a eutanasia
por deslocamento cervical e suas patas traseiras foram retiradas e pesadas
(NASCIMENTO et al., 2006; VERCOSA JR et al., 2007). Dessa forma, foram avaliados os
seguintes parametros:

a) Variagao do volume da pata traseira direita, tendo como controle o volume basal
antes da indugao do tumor. Para calculo da % de redugao do volume do tumor, a seguinte
férmula foi utilizada:

(Volume pata fina — VOlUME pata basar) X 100 = Volume tymor

[(V tumor veiculo — V tumor grupo) / V tumor vel'culo] X 100 = % de redugéo

b) Variagédo do peso corporal dos animais;

¢) Avaliagao do peso umido relativo de érgaos como: rins, pulméo, bago, coragéo e
figado (para o teste experimental com o EBD) e rins, pulméo, bago, coragao, figado e
testiculos (para os testes com a fragdo e o composto), de acordo com a férmula a seguir:

Peso relativo = Peso 6rgao fresco / Peso animal

3.8.3 Edema de pata induzido pela inje¢ao de carragenina

Animais

Foram utilizados 50 camundongos machos da linhagem Swiss, pesando entre 25-
30 g, oriundos do Biotério Central (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas. Os
grupos experimentais foram mantidos em gaiolas individuais identificadas e com ragao e

agua fornecidos ad libitum.
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Procedimento

Os animais foram pesados € o volume basal de suas patas traseiras direitas
mensurado em pletismémetro. A inflamagdo foi induzida nas patas por meio de
carragenina, na concentragéo de 2%, diluida em salina e administrada em 60 pL. Uma
hora antes da inducao de inflamagao pela carragenina, os animais foram divididos em
cinco grupos (n=10) e tratados por via oral (v.0.): controle negativo (salina), controle
positivo (piroxicam, 20 mg/kg) e trés experimentais, que receberam o EBD,, de P.
regnellii nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg. A leitura da variagdo do volume das patas
traseiras direitas foi feita nos tempos Oh (basal), 2h, 4h e 6h (fase inicial) e 24h, 48h e 72h
(fase tardia), seguindo protocolo de NUNES et al. (2007). Apds 72 horas os animais foram
submetidos a eutanasia por deslocamento cervical. Dessa forma, foi avaliada a variagcéo
do volume da pata traseira direita, tendo como controle o volume basal antes da indugao
da inflamacao.

Para o calculo da % de redugdo do volume do edema, a seguinte férmula foi
utilizada:

(Volume pata direita — VOIUME pata direita basal) X 100 = Volume egema

[(V edema veiculo — V edema grupo)/ \ edema veiculo X 100] =% de redUQéO

3.9 Analise Estatistica

Os resultados de ambos os testes in vivo foram expressos como médias + erro
padrao das médias (EPM). As diferengas estatisticas entre os grupos experimentais foram
detectadas com andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Duncan ou LSD.
Valores de p menores que 0,05 (p<0,05) foram considerados estatisticamente

significantes.

32



33

RESULTADOS




Resultados

4. RESULTADOS

4.1 Escolha da espécie vegetal

Através da analise dos resultados obtidos no projeto Fapesp-Bioprospecta
(2004/07943-9), foram selecionadas inicialmente espécies cujos extratos produziram
efeitos em modelo de cultura de células tumorais humanas in vitro. Para isso foram
consideradas a poténcia (TGI) e a seletividade dos extratos brutos diclorometénico (EBD)
e etandlico (EBE) de cada espécie, preparados conforme protocolo preconizado pela
metodologia do NCI (National Cancer Institute) para triagem de extratos oriundos de
produtos naturais. A estratégia para escolha da Piper regnellii, objeto de estudo, foi
baseada considerando o perfil de atividade e a disponibilidade de material vegetal no campo
experimental do CPQBA-UNICAMP, que garantissem quantidade suficiente para os estudos
de isolamento e identificagdo de principios ativos, aliados aos estudos em modelo de cancer
murino in vivo. Além disso, a espécie pertence ao género Piper, que apresenta uma
diversidade de classes de compostos com atividades biolégicas distintas, descritas na

literatura.

4.2 Ensaios farmacologicos in vitro

4.2.1 Atividade anticancer in vitro do quimioterapico doxorrubicina

O gréfico a seguir (Figura 7) se refere a agdo do quimioterapico doxorrubicina em
cultura de células tumorais humanas e relaciona a porcentagem de crescimento das

células com a concentracédo do quimioterapico.
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Figura 7. Atividade anticancer do quimioterapico doxorrubicina relacionando porcentagem
de crescimento versus concentragdo da amostra. (UACC-62 — melanoma, MCF7 — mama,
NCI/ADR-RES - ovario resistente a multiplos farmacos, 786-0 — rim, NCI-H460 — pulmao,
PC-3 — préstata, OVCAR-3 — ovario, HT29 — cdélon, K-562 — leucemia e VERO — linhagem

de células ndo-tumorais).

Tabela 3. Valores de TGl do quimioterapico doxorrubicina (doxo) em cultura de células
tumorais humanas (ug/mL).

UACC-62 MCF7 NCIADR 786-0 NCI-H460 PC-3 OVCAR-3 HT29 K-562 VERO
Doxo  0.05 3.10 3059 497 081 319 0.07 1488 129 3.22

A doxorrubicina (Tecnofarma International® Uruguai), controle positivo, demonstra
elevada poténcia e seletividade em baixas concentragdes para a maioria das linhagens. A
linhagem NCI/ADR-RES (linhagem de ovario, resistente a multiplos farmacos) apresenta-
se mais resistente a este quimioterapico, enquanto a linhagem UACC-62 (melanoma) é a
mais sensivel. Em todos os experimentos a doxorrubicina é utilizada para avaliar se

houve alteragdo de sensibilidade das linhagens durante o cultivo. A partir do grafico, foi
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construida uma tabela com os valores de TGl de cada amostra. O TGI indica a

concentragao necessaria para inibir 100% do crescimento celular.

4.2.2 Atividade antiproliferativa dos Extratos Brutos de P. regnellii.

O procedimento inicial de extracdao estd esquematicamente representado na
Figura 3. A Figura 8 mostra as atividades dos EBD e EBE de P. regnellii, coleta de junho

de 2008. Os valores de TGl e de rendimento de cada amostra encontram-se na Tabela 4.
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Figura 8. Gréficos da atividade anticancer dos Extratos Brutos Diclorometanico (A) e
Etandlico (B) da espécie Piper regnellii, coleta de junho de 2008, em cultura de células
tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento versus concentragdo do
extrato. (UACC-62 — melanoma, MCF7 — mama, NCI/ADR-RES - ovario resistente a
multiplos farmacos, 786-0 — rim, PC-3 — préstata, OVCAR-3 — ovario, HT29 — célon e K-
562 — leucemia).

Tabela 4. Rendimentos dos EBD e EBE e valores de TGl obtidos de cada amostra em

cultura de células tumorais humanas (ug/mL).

Rend. UACC-62 MCF7 NCI/ADR 786-0 PC-3 OVCAR-3 HT29 K-562

EBD 9% 26.01 39.80 >250 50.11  44.85 54.76 36.33 >250
EBE 9% >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250

Os valores em negrito destacam as linhagens em que os extratos foram mais ativos. Rend: rendimento (%).
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O EBD de P. regnellii apresentou TGl baixo para as linhagens de melanoma
(UACC-62), mama (MCF7) e colon (HT29), sendo mais seletivo para a linhagem de
melanoma, com TGl = 26,01 ug/mL. Entretanto, o EBE ndo apresentou atividade
citostatica/citocida. Desta forma o EBD foi selecionado para a continuidade do estudo. A
fim de intensificar a poténcia e a seletividade deste extrato bruto, as folhas secas de P.
regnellii foram inicialmente extraidas com hexano para remog¢do dos compostos mais
apolares, bem como das graxas. Este procedimento, considerado para a extracdo das
folhas secas de todas as coletas, esta esquematicamente representado na Figura 4.

Os EBH e EBD das coletas de junho e outubro de 2008 foram enviados para teste
in vitro, e os resultados encontram-se nas Figuras 9 e 10. Os valores de TGl e os

rendimentos encontram-se nas Tabelas 5 e 6.
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Figura 9. Graficos da atividade anticancer dos Extratos Brutos Hexanico (A) e
Diclorometanico (B) de P. regnellii, coleta de junho de 2008, em cultura de células
tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento versus concentragdo do
extrato. (UACC-62 — melanoma, MCF7 — mama, NCI/ADR-RES - ovario resistente a
multiplos farmacos, 786-0 — rim, NCI-H460 — pulmé&o, PC-3 — préstata, OVCAR-3 — ovario,
HT29 — célon e K-562 — leucemia).
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Figura 10. Gréaficos da atividade anticAncer dos Extratos Brutos Hexanico (A) e

Diclorometénico (B) de P. regnellii, coleta de outubro de 2008, em cultura de células

tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento versus concentragdo do
extrato. (UACC-62 — melanoma, MCF7 — mama, NCI/ADR-RES - ovario resistente a
multiplos farmacos, 786-0 — rim, NCI-H460 — pulmao, PC-3 — préstata, OVCAR-3 — ovario,

HT29 — célon e K-562 — leucemia).

Uma vez constatado que o Extrato Bruto Hexanico apresenta atividade citotoxica

inespecifica, os EBH posteriores ndo foram avaliados em cultura de células tumorais.

Portanto, foi avaliada a atividade anticancer apenas do Extrato Bruto Diclorometanico da

coleta de fevereiro de 2009 (Figura 11). O calculo do TGl e de seu rendimento estdo nas

Tabelas 5 e 6.
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Figura 11. Grafico da atividade anticancer do Extrato Bruto Diclorometénico de P.

regnellii, coleta de fevereiro de 2009, em cultura de células tumorais humanas,

relacionando porcentagem de crescimento versus concentragdo do extrato. (UACC-62 —

melanoma, MCF7 — mama, NCI/ADR-RES - ovario resistente a multiplos farmacos, 786-0
— rim, NCI-H460 — pulmao, PC-3 — prostata, OVCAR-3 — ovario, HT29 — célon e K-562 —

leucemia).

Tabela 5. Valores de TGl de cada amostra obtidos em cultura de células tumorais

humanas (pg/mL).

UACC-62 MCF7 NCI/ADR 786-0 NCI-H460 PC-3 OVCAR-3 HT29 K-562
Doxo 0.05 3.10 30.59 4.97 0.81 3.19 0.07 14.88 1.29
EBH,un 67.94 72.70 70.70 - 76.27 61.82 60.33 - 53.97
EBD,un 26.45 39.58 - 21.93 20.39 10.97 12.05 42.09 158.44
EBHout 54.15 72.42 63.45 - >250 62.05 63.83 - 47.75
EBDout 32.97 51.16 59.56 58.06 39.46 61.9 - 47.94 25.18
EBDg., 58.29 >250 71.96 66.78 >250 103.69 116.38 >250  >250

Os valores em negrito destacam as linhagens em que os extratos foram mais ativos. As linhagens em que a
amostra nao foi testada estdo marcadas com “-*.
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Tabela 6. Rendimentos dos Extratos Brutos de P. regnellii.

Junho/08 Outubro/08 Fevereiro/09
EBH 3.9% 3.9% 4.5%
EBD 3.3% 3.2% 4.1%

O EBD da planta coletada em junho, apds extragdao com hexano, foi mais potente,
com seletividade para as linhagens aderidas de melanoma, rim, pulmé&o, prostata e ovario.

Ja o EBD da planta coletada em outubro foi pouco potente.

4.2.3 Atividade antiproliferativa das fragoes e precipitado

Atividade antiproliferativa das fracées dos EBD ,n € EBDout

Do EBD,,, foram separadas duas amostras, sendo a primeira (EBD1,,,) fracionada
por meio de cromatografia em coluna seca, bem como a amostra coletada em outubro
(EBDyy); a fim de comparar, por meio de suas fragbes, o perfil de atividade dos dois
extratos. Neste processo foram fracionados 500mg de cada amostra, obtendo-se trés
fragcbes de baixa, média e alta polaridade. Os gréficos das fragbes de junho (FyuA -
F1,unC) e outubro (FouA - FoutC) estdo apresentados nas Figuras 12 e 13, e os valores de

TGI encontram-se na Tabela 7.
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Figura 12. Gréficos da atividade anticancer das fragées F1yun A (A), F1yun B (B), F1yun C (C)

em cultura de células tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento
versus concentragdo das fragdes. (UACC-62 — melanoma, MCF7 — mama, 786-0 — rim,

NCI-H460 — pulmao, PC-3 — proéstata, OVCAR-3 — ovario, HT29 — célon e K-562 —

leucemia).
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Figura 13. Graficos da atividade anticancer das fragdes FouA (A), FouB (B) e FouC (C)

em cultura de células tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento
versus concentragdo das fragdes. (UACC-62 — melanoma, MCF7 — mama, NCI/ADR-RES
— ovario resistente a multiplos farmacos, 786-0 — rim, NCI-H460 — pulmao, PC-3 —
prostata, HT29 — colon e K-562 — leucemia).
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Tabela 7. Valores de TGl das fragbes Fqyun € Fou, Obtidos em cultura de células tumorais

humanas (ug/mL).

UACC-62 MCF7 NCIADR 786-0 NCI-H460 PC-3 OVCAR-3 HT29 K-562
FuwmA >250 >250 - >250 >250 223,65 >250 >250  >250
FuuwB 1018  10.77 - 8.33 6.09 5.44 17.61 12.39 19.21
FiouC 4449 56.08 - 18.06  89.52 3.94 24.04 77.22 >250
FouA 23.61 5244 66.55 4593 3.38 113.22 - 64.90 120.26
FouB 207.41 87.84 207.52 48.26 59.66 >250 - 130.94 65.87
FouC 176.74 54.03 61.60 14.12 0.44 54.42 - 52.29 48.26

Os valores em negrito destacam as linhagens em que as fragdes foram mais ativas. As linhagens em que a

amostra nao foi testada estdo marcadas com “-“.

A anadlise por CCD (Figura 14) revelou diferengas entre os compostos presentes

nas fracoes Fiyun € Fout

EBDyun A B

Figura 14. CCD comparando os EBDqy, e EBDoy € as fragdes obtidas em coluna seca

(Fase Movel: hexano/diclorometano: 60:40 e revelador: anisaldeido).
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Através de analise por cromatografia a gas acoplada ao detector seletivo de
massas (CG-EM) foi possivel identificar alguns dos compostos presentes nas fragdes de
média polaridade dos EBD+,,, € EBDoy (Figura 15) quando comparados seus espectros

de massas com dados da literatura (PESSINI et al., 2005).

o

HO m/z 294 (1) \,_o m/z292 (2)

0)

HO m/z 266 (3)

Figura 15. Neolignanas 1, 2 e 3 identificadas por CG/EM (HP 6890/HP 5975) na fragao
F1JunB-

44



Resultados

50.00 51.00 5200 53.00 54.00 55.00 5600 57.00 55.00 53.00

Alpum clars =

j=l=lmlofm e )

SO0o o000

TOooooo

SO00000

SOoo o000

S4Ooo 000

b m [ [ Yo Lo L P

Z000 000 ]

1O000o00 4

=.00 10.00 1 =.00 ZO.00 Zs.00 =0.00 EZ.00 4000 400 =0.00 == .00
T v —==

Figura 16. Cromatograma adquirido com programacgéo de temperatura 60 °C, (3 °C/min),

240°C, da fragéo F4,,,B com indicagdo onde foram detectados os compostos 1,2 e 3

A segunda amostra (3g) do EBD da planta coletada em junho (EBD,,,,) e todo o
EBD (5,8g) da planta coletada em fevereiro (EBDg.,) foram fracionados por meio de
cromatografia em coluna filtrante. Do EBD,,,, foram obtidas 33 fragées, agrupadas com
base na andlise por CCDs (Figura 17). Os rendimentos das fragdes encontram-se na
Tabela 8 e os graficos e valores de TGl estdo apresentados na Figura 18 e Tabela 9,

respectivamente.
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EBDoyun A B C D E F G H J K

Figura 17. CCD das fragdes de EBD,,, agrupadas de acordo com fator de retengao
(Fase Movel: hexano/diclorometano: 60:40 e revelador: anisaldeido).

Tabela 8. Agrupamento e rendimentos parcial (RP) e total (RT) das fragdes do EBDyyn,
Grupo 1-5 69 1011 1213 14-15 16 17-18 19 20-21 22-28 29-33

Fasun A B C D E F G H | J K

RP(%) 155 0.16 0.65 0.61 031 060 273 118 172 10.71 59.96

RT(%) = 80.18
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Figura 18. Graficos da atividade antiproliferativa das fragées do EBD,,, de P. regnellii, em

cultura de células tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento versus
concentracao das fragdes. A-D. FuyunA, B, C e D. (UACC-62 — melanoma, MCF7 — mama,
NCI/ADR-RES - ovario resistente a multiplos farmacos, 786-0 — rim, NCI-H460 — pulmao,
PC-3 — prostata, OVCAR-3 — ovaério, HT29 — célon e K-562 — leucemia).
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Figura 18. Graficos da atividade antiproliferativa das fragdes do EBD,,, de P. regnellii, em

cultura de células tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento versus
concentracao das fragdes. E-H. FoyunE, F, G e H. (UACC-62 — melanoma, MCF7 — mama,
NCI/ADR-RES - ovario resistente a multiplos farmacos, 786-0 — rim, NCI-H460 — pulmao,
PC-3 — prostata, OVCAR-3 — ovario, HT29 — cdélon e K-562 — leucemia).
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Figura 18. Graficos da atividade antiproliferativa das fragées do EBD,,, de P. regnellii, em

cultura de células tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento versus
concentracao das fragdes. I-K. Fayunl, J € K. (UACC-62 — melanoma, MCF7 — mama,
NCI/ADR-RES - ovario resistente a multiplos farmacos, 786-0 — rim, NCI-H460 — pulmao,
PC-3 — prostata, OVCAR-3 — ovario, HT29 — cdélon e K-562 — leucemia).
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Tabela 9. Valores de TGI da fragdes do EBD,,,, obtidos em cultura de células tumorais

humanas (ug/mL).

UACC-62 MCF7 NCI/ADR 786-0 NCIH460 PC-3 OVCAR-3 HT29 K-562
FounA 2324 169.67 >250 55.01 >250 13152 5050 050 250
FumB 3051 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
FaunC 5250  >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
FaunD 6493 5250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
FanmE 319 5250 5250 >250 4415 5250  >250 250 >250
FaumF 222 363 13941 4.02 546 317 952 719 >250
FaumG 1152 3428 2448 7.69 2071 503 814 37.63 >250
FamH 252 2548 4175 3491 1867 6.63 691 1727 >250
Fuml 293 679 2649 2315 1710 1524 2366 22.62 213.47
Faumd 731 2922 2521 1442 22954 856  12.95 2536 >250
FounmK 4520 5942 2626 49.89 1423 6826 2276 3558 >250

Os valores em negrito destacam as linhagens em que as fragdes foram mais ativas.

Com base na analise por meio de CCD e da interpretacdo dos resultados dos

testes antiproliferativos in vitro, as fragdes F,y, F, G e H foram agrupadas (Figura 19A). A

fim de tentar separar os compostos presentes, a fragdo sofreu cristalizacdo e

recristalizagédo por meio do solvente hexano, originando um cristal branco (precipitado).

Este precipitado é facilmente visualizado por meio fisico sob luz UV (254nm) e reage

quimicamente com solugdo de anisaldeido,

resultando em uma coloragdo azul-

esverdeada (Figuras 19A, B e C, asterisco). O composto foi isolado (0,1 % em relagcéo a

folha seca da planta) conforme a metodologia indicada no fluxograma da Figura 20.
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&

B C
FoyunFGH Composto 1

F2JunF F2JunG F2JunH

Figura 19 A. CCD comparando as fragbes diclorometanicas Fy;,,F, G e H. B. Fragdes

ativas agrupadas (F,,,,FGH). C. Composto 1 (Fase Movel: hexano/diclorometano: 60:40 e
revelador: anisaldeido). *composto eupomatendide

Folhas secas

Coleta de junho/08 (218g)
Extragdo a frio com hexano (3x)
Filtrado
Evaporado sob vacuo
Residuc Vegetal
Exlr_ato Bruto Extracdo a frio com diclorometano (3x}
Hexanico - EBH,,, )
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Evaporado sob vacuo
Extrato Bruto
Diclorometanico—EBD,,,
(59)
Fracionamento
A B C D E F G H | J K
L 1
Cristalizagdo
Eupomatendide (210mg)

Figura 20. Fluxograma do processo de obtencao do eupomatendide-5 (composto 1).

51



Resultados

Atividade antiproliferativa do composto eupomatendide-5

O composto eupomatendide-5 foi avaliado em cultura de células tumorais
humanas. O gréfico de sua atividade antiproliferativa e os valores de TGl encontram-se na
Figura 21 e Tabela 10. Além das linhagens tumorais, neste experimento o precipitado foi

avaliado em linhagem de células normais provenientes de rim de macaco verde (VERO).
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Figura 21. Grafico da atividade antiproliferativa do composto eupomatendide-5 em cultura
de células tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento versus
concentracao do composto. (UACC-62 — melanoma, MCF7 — mama, NCI/ADR-RES -
ovario resistente a multiplos farmacos, 786-0 — rim, NCI-H460 — pulmao, PC-3 — proéstata,
OVCAR-3 — ovario, HT29 — cdlon, K-562 — leucemia e VERO — nao tumoral).

Tabela 10. Valores de TGl do eupomatendide-5 (Eup-5) e do quimioterapico

doxorrubicina (doxo) obtidos em cultura de células tumorais humanas (pg/mL).

UACC-62 MCF7 NCI/ADR 786-0 NCIH460 PC-3 OVCAR-3 HT29 K-562 VERO

Doxo 0.32 10.04 4224 016 159 056 4.18 13.21 19.01 2.06
Eup-5 821 6.27 1405 193 10.26 6.47 5.50 14.28 99.63 5.77

Os valores em negrito destacam as linhagens em que o precipitado foi mais ativo.
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O composto foi analisado por CG-EM e RMN. Através de seus dados espectrais
(Figuras 22 a 29 e Tabela 11) e dados da literatura foi identificado como sendo uma

neolignana, denominada eupomatendide-5 (PESSINI et al., 2005).
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Figura 22. Cromatograma observado por CG/EM (HP 6890/HP 5975) para o composto-1

obtido por precipitacdo com hexano da fracdo FD,,,, FGH.
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Figura 23. Fragmentograma observado no CG/ EM (HP 6890/HP 5975) do composto-1
(m/z = 294), obtido no tempo retengao de 31.270 min.
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Figura 24. Espectro de RMN'H (499,88 MHz) em CDCl; do composto 1.
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Figura 25. Espectro de RMN'C (125,69 MHz) em CDCl; do composto 1.
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Figura 26. Espectro de RMN'*C (125,69 MHz) em CDCI; obtido na sequéncia de pulso
DEPT do composto 1.
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Figura 27. Espectro de RMN' H (499,88 MHz) x "*C (125,69 MHz) em CDCl; obtido na
sequéncia de pulso HSQC do composto 1.
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Figura 28. Espectro de RMN'H (499,88 MHz) x '*C (125,69 MHz) em CDCl;obtido na
sequéncia de pulso HMBC do composto 1.
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Figura 29. Espectro de RMN'H x '"H (499,88 MHz) em CDClI; obtido na sequéncia de
pulso HMBC do composto 1.
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O composto obtido pela precipitagao da FD,,,,FGH apresentou pico ion molecular
em 341 m/z, com pico base em 294 m/z (Figuras 24 e 25). A fim de identificar o composto,
este foi analisado por meio da técnica de RMN no Instituto de Quimica da Unicamp
(Figuras 24 a 29). Por comparagao de seus dados de ponto de fusdo, massas, RMN'H e
RMN™C com os da literatura (PESSINI et al., 2005), a sua estrutura foi confirmada. O
composto apresentou ponto de fusdo numa faixa de 113.9 — 115.2 °‘C, consistente com
dados de literatura (CHAURET et al., 1996) de 114 — 115 "C. No espectro de massas
observou-se o ion molecular em m/z 294. Os dados de RMN'H e RMN'*C demonstraram

consisténcia com a estrutura do eupomatendide-5 (Tabela 11).

Tabela 11. Dados espectrais de RMN'H e "*C do eupomatendide-5 (11 Tesla, CDCls).

Carbono & C (experimental) 0 C (PESSINI et al., 2005) O H (mult; JH,H in Hz)

123,9 123,9

v
2 120,4 120,5 7,29 (dd,8,1 e 1,8)
2 151,3 151,4
3 109,8 109,9
3 114,6 114,6 7,03 (d, 8,1)
3a 131,6 131,7
4 116,1 116,2 7,43 (d, 1,8)
4 146,7 146,8
5 132,7 132,8
5 145,7 145,8
6 109,2 109,3 7,29 (dd, 8,4 € 1,8)
6 122,2 122,3 7,32 (d, 1,8)
7 110,6 110,7 7,37 (d, 8,4)
7a 152,9 153,2
8 131,3 131,4 6,52 (dd, 15,9 e 1,8)
9 124,2 124,3 6,23 (m, 15,6 e 6,6)
10 18,5 18,4
CH30 56,1 56,0 3,98 (s)
CH;-3 9,4 9,2 2,42 (s)
OH -4’ 5,8
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Atividade antiproliferativa das fracoes do EBDrey

Do EBDg., foram obtidas 38 fracbes (Figura 30) através de cromatografia em
coluna filtrante. Estas foram agrupadas de acordo com o perfil cromatografico (Fre A -

Frew).
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Figura 30. CCD das fragdes 1-38 de EBDr,, (Fase Movel: hexano/diclorometano: 60:40 e

revelador: anisaldeido).

Tabela 12. Agrupamento e rendimentos parcial (RP) e total (RT) das fragdes do EBDk,,

Grupo 110 11 12 1315 16-17 18-24 25-28 29-32 33-35 36-38

Frev A B C D E F G H I J

6,20 023 045 2,70 505 19,05 0,94 1,36 23,30 25,20
RP (%)

RT(%) = 84,48
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Figura 31. Gréficos da atividade anticancer das fragbes do EBDg., de P. regnellii, em

cultura de células tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento versus
concentragao das fragdes. A-D. Fg., A, B, C e D. (UACC-62 — melanoma, MCF7 — mama,
NCI/ADR-RES - ovario resistente a multiplos farmacos, 786-0 — rim, NCI-H460 — pulméao,
PC-3 — prostata, OVCAR-3 — ovério, HT29 — célon e K-562 — leucemia).
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Figura 31. Graficos da atividade anticancer das fracdes do EBDg., de P. regnellii, em

cultura de células tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento versus
concentragao das fragbes. E-H. Fg, E, F, G e H. (UACC-62 — melanoma, MCF7 — mama,
NCI/ADR-RES - ovario resistente a multiplos farmacos, 786-0 — rim, NCI-H460 — pulmao,
PC-3 — prostata, OVCAR-3 — ovario, HT29 — cdélon e K-562 — leucemia).

60




Resultados

Crescimento Celular (%)

-100|

-25

-50|

-75

—=— UACC-62

—e— MCF7
NCI/ADR-RES

—v—786-0
NCI-H460

—»—PC-3
OVCAR-3

—e—HT29

—e— K-562

10° 10°

10° 10
0,25 2,5

Concentragao (ug/mL)

107
25

10
250

25

-2

Crescimento Celular (%)

-50Q

-79

-100

—=— UACC-62
—e— MCF7
NCI/ADR-RES
—v—786-0
NCI-H460
—»—PC-3
OVCAR-3
—e—HT29
—e—K-562

0,25 25 25

Concentragéo (ng/mL)

Figura 31. Graficos da atividade anticancer das fragdes do EBDg., de P. regnellii, em

cultura de células tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento versus

concentragao das fragdes. | e J. Fgel € Freod. (UACC-62 — melanoma, MCF7 — mama,

NCI/ADR-RES - ovario resistente a multiplos farmacos, 786-0 — rim, NCI-H460 — pulmao,
PC-3 — prostata, OVCAR-3 — ovario, HT29 — célon e K-562 — leucemia).

Tabela 13. Valores de TGl do EBDg,, e suas fracbes obtidos em cultura de células

tumorais humanas (ug/mL).

UACC62 MCF7 NCI/ADR 786-0 NCIH460 PC-3 OVCAR3 HT29 K-562
FrevA 49,17 53,92 31,37 38,23 66,35 29,36 38,97 45,67 22,59
Fre B >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
Fre,C >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
FresD >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 147,91 >250
FrevE 99,34 153,48 173,06 >250 >250 >250 114,08 67,45 >250
FresF 134,90 >250 >250 >250 >250 >250 169,57 102,81 >250
FresG 76,17 74,01 72,41 53,83 88,96 54,88 61,60 63,47 55,02
FresH 87,60 95,61 94,20 62,77 83,55 44,12 64,20 69,36 40,05
Frevl 188,75 212,18 130,92 151,80 >250 240,19 139,30 145,28 159,97
FrevJ >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
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Quando comparados os extratos brutos em CCD, foram observadas diferencas
nos perfis cromatograficos das amostras, o que justifica as diferentes atividades obtidas

em teste in vitro (Figura 32).

EBD EBD Misto

Jun Fev

Figura 32 CCD comparando os EBD,,, e EBDg,, (Fase Movel: hexano/diclorometano:

60:40 e revelador: anisaldeido).

Na tentativa de elucidar as diferencas entre as atividades dos EBD,,,, EBDo, €
EBDre,, estes extratos foram comparados por andlise em CG-EM (HP 6890/HP5975),
avaliando o teor relativo do composto 1, ou eupomatendide-5 (m/z 294). Observou-se que
a amostra coletada no més de junho de 2008 apresentou 6,03% do composto no extrato
bruto diclorometéanico, enquanto que os EBDgy € EBDge, continham, respectivamente,
0,21% e 0,22% do eupomatendide-5, refletindo numa diminuicao significativa na atividade
antiproliferativa in vitro. Os resultados demonstram que a atividade anticancer in vitro é

afetada pela concentragao do referido composto na amostra.
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4.3 Ensaios farmacolégicos in vivo

4.3.1 Teste de toxicidade aguda (Hipocratico)

Grupos de trés camundongos fémeas, da linhagem Swiss, foram tratados via i.p.
com as doses de 500, 1000 e 2000 mg/kg do EBD,,,. Nessas trés doses nao foram

observados sinais de toxicidade durante todo o periodo de observagéo (15 dias).

4.3.2 Tumor sélido de Ehrlich

Apds demonstragao de atividade em cultura de células tumorais a préxima etapa
foi a comprovacao dessa atividade em modelo experimental de cancer, utilizando animais
de laboratério. Dessa forma, foi utilizado o modelo de tumor de pata induzido pela injegao
de células tumorais de Ehrlich. Com este objetivo, foram realizados trés experimentos
visando avaliar o potencial de redugéo do volume tumoral do extrato bruto diclorometanico
(EBDyyn), de uma de suas fragdes ativas (F,yu,FGH) e do eupomatendide-5 (composto 1),

administrados via i.p.
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4.3.2.1 Atividade anticancer do EBD,,

Avaliacdo do Volume tumoral

O grafico apresentado na Figura 33 representa a atividade do EBD,,, sobre o
crescimento tumoral em modelo de cancer de pata induzido pela célula de Ehrlich. A
Tabela 14 apresenta os dados do volume do tumor no 13° dia de experimento, bem como

o seu percentual de reducdo em relagéo ao grupo controle salina.

0,35 -

—=&— Salina
0307 —e—EBD, (100mg/Kg)

1 —4—EBD,_(300mg/Kg)

E 0,254 EBD, (1000mg/Kg)
= 0,20 ]
S
£
2 0,15+
[0
=
=]
S 0,104
>
0,05 -

U
00T 1T

Tratamentos (dias)

Figura 33. Variacdo do volume do tumor induzido por células de Ehrlich em pata de
camundongo durante o tratamento, via i.p., dos diversos grupos experimentais. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. Teste de Duncan, p<0,001 (ANOVA).
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Tabela 14. Volume tumoral (uL) e percentual de reducao tumoral obtidos no 13° dia de

experimento.

Grupos Volume tumoral (uL) £+ EPM Redugao do tumor (%)
Salina 302,9 + 14,3

EBD,., 100mg/kg 262,2 + 17,3 18,5%

EBD,., 300mg/kg 202,0+ 37,2~ 33,3%

EBD,u, 1000mg/kg 176,0 £ 28,2 ** 41,9%

*p<0,05; **p<0,01. Teste de Duncan, p<0,001 (ANOVA).

De acordo com os resultados obtidos pela analise do grafico de volume tumoral
(Figura 33) e pelo calculo da porcentagem de reducdao do tumor (Tabela 14), foi
observada inibicdo do crescimento tumoral para os grupos que receberam EBD,,, nas
doses de 300 e 1000 mg/kg, com redugdo do volume tumoral de 33,3 e 41,9%,

respectivamente.

Avaliacio da Toxicidade

Embora o teste de toxicidade aguda n&o tenha evidenciado qualquer sinal de
toxicidade, quando a amostra foi administrada em doses repetidas alguns destes sinais
apareceram, bem como letalidade.

Os animais tratados com 300 e 1000 mg/kg perderam peso (Figura 34). Além
disso, nestes grupos ocorreu um aumento da evacuagao. Apds a terceira dose, 50% dos
animais dos grupos tratados com 300 e 1000 mg/kg morreram, o que justificou o término

do experimento no 13° dia.
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Avaliacado do Peso corporal

2, —#— Salina
—A—EBD, (100mg/Kg)

—w—EBD, (300mg/Kg)
EBD . (1000mg/Kg)

Variagao de peso corporal (g)
)

4 6 8 10 12 14
Tratamentos (dias)

Figura 34. Variagdo do peso corporal produzido pelos diferentes tratamentos em animais
com tumor de pata induzido por células de Ehrlich. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Teste
de Duncan, p<0,001 (ANOVA).

A Figura 34 representa a evolugéo do ganho e perda de peso dos animais durante
o0 experimento. Nao houve variagcdo de peso no grupo de 100 mg/kg, tendo este
apresentado perfil semelhante ao controle negativo salina. Ja os grupos de maiores doses

se mostraram bastante toxicos, apresentando variagao do peso corporal.
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Avaliacdo Macroscopica dos 6rgaos

Através de exame macroscopico dos orgaos (figado, coracao, pulmao, rins e bago)
dos animais tratados com o EBD,, n&o foram observadas alteragées evidentes.
Entretanto, houve uma diminuicdo no valor de peso umido do coracdo dos animais

tratados com 100 mg/kg e do peso umido do baco dos animais tratados com 1000 mg/kg

(Figura 35).
H Salina
0,07
[ EBD,  (100mg/Kg)
] B EBD, (300mg/Kg)
0,06 - un
[ EBD,, (1000mg/Kg)
0,05 -
o
>
= 0,04+
©
3 0,03
ol
o
0,02 -
0,01 *
0,00 4 . . H . ' .
Figado Rim Pulmao Coragao Baco
Orgaos

Figura 35. Grafico do peso umido dos 6rgdaos dos grupos experimentais. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. Teste de Duncan, p<0,001 (ANOVA).
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4.3.2.2 Atividade anticancer da Fo,,FGH

Avaliacdo do Volume tumoral

A andlise da Figura 36 revela que a dose de 100 mg/kg da fragéo ativa do EBD
(F2uunFGH) reduziu o desenvolvimento tumoral a partir do quarto dia de experimento,
reduzindo o tumor em 30,9%, enquanto a dose de 30 mg/kg foi eficaz a partir do décimo
dia (26,6%). A doxorrubicina apresentou atividade antiproliferativa a partir do sétimo dia,
mantendo o controle do desenvolvimento tumoral até o encerramento do experimento,

com reducgao de 60,6%.
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0,30 -

0.25 —#— Salina
' —@— Doxorrubicina (3mg/Kg)
] —A—F, FGH (10mg/Kg)

0,20 —w—F,, FGH (30mg/Kg)
F,,..FGH (100mg/Kg)
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Figura 36. Variacao do volume do tumor de pata de camundongo induzido por células de
Ehrlich durante o tratamento, via i.p., dos diferentes grupos experimentais. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. Teste de Duncan, p<0,001 (ANOVA).
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De acordo com os resultados obtidos pela analise de volume tumoral e pelo
célculo da porcentagem de redugao do tumor (Tabela 15), o quimioterapico doxorrubicina
reduziu o tumor em 60,6%, enquanto os grupos tratados com 30 e 100 mg/kg reduziram o
tumor em 26,6% e 30,9%, respectivamente. O pré-tratamento com a dose de 10 mg/kg

nao apresentou atividade antiproliferativa.

Tabela 15. Volume tumoral (mL) e percentual de redugdo do tumor nos diversos grupos

experimentais apds quinze dias de experimento.

Grupos Volume tumoral (uL) + EPM Redugéo do tumor (%)
Salina 2383+ 11,7
Doxorrubicina (3mg/kg) 94,0 £ 4,8 *** 60,6%
F25unFGH (10mg/kg) 281,4+251*
F2sunFGH (30mg/kg) 1750+ 10,2 * 26,6%
F2sunFGH (100mg/kg) 165,7 + 13,1 *** 30,9%

*p<0,05; ***p<0,001. Teste de Duncan, p<0,001 (ANOVA).

Avaliacdo da Toxicidade e Peso Corporal

Os animais do grupo controle positivo doxorrubicina apresentaram piloeregao, perda
de peso, diminuigdo da locomogéao e resposta a estimulos. No inicio do experimento os
animais apresentaram perda de peso que foi recuperada no décimo dia (Figura 37).
Embora os animais do grupo tratado com 30 mg/kg tenham apresentado diferenga
estatistica em relagdo ao grupo salina no ultimo dia (15°), os animais aparentemente nao
estavam debilitados e n&o apresentavam sinais de toxicidade como piloeregao,

movimentos descoordenados ou outros distlrbios.
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Figura 37. Variagdo do peso corporal durante o tratamento dos diversos grupos

experimentais de camundongos com tumor de pata induzido por células de Ehrlich.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Teste de Duncan, p<0,001 (ANOVA).

Avaliacdo Macroscopica dos 6rgédos

O exame dos 6rgaos dos animais tratados com as diferentes doses da fragao ativa
FouunFGH de P. regnelli nao apresentou alteragdes macroscépicas evidentes. Neste
experimento, além dos 6rgdos avaliados anteriormente com o extrato bruto
diclorometanico (figado, coragéo, pulmao, rins e bago) também foi obtido o peso umido
dos orgdos do sistema reprodutor masculino, como prostata, vesicula seminal e
testiculos. A avaliagdo do peso uUmido do sistema reprodutor foi motivada pela

seletividade apresentada por essa fragao na linhagem PC-3 (prostata).
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Nenhum dos grupos tratados com a fragdo apresentou diferengas nos pesos dos

6rgdos em questdo, ao passo que no grupo doxorrubicina os 6rgaos figado e bago

sofreram alteracées no peso (Figura 38).
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Figura 38. Grafico do peso umido dos 6rgdos dos grupos experimentais. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. Teste de Duncan, p<0,001 (ANOVA).

4.3.2.3 Atividade anticancer do composto eupomatendide-5

Avaliacdo do Volume tumoral

De acordo com a Figura 39, o composto isolado eupomatendide-5 apresentou

atividade antiproliferativa, reduzindo o tumor em 30,4% em relagdo ao grupo controle

salina (Tabela 16). Sua atividade anticancer foi observada a partir do sétimo dia e mantida

até o final do experimento. Da mesma forma, o quimioterapico 5-Fluoracil reduziu o
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volume tumoral a partir do sétimo dia e manteve sua atividade antiproliferativa até o

encerramento do experimento, reduzindo o tumor em 58,6%.

Volume tumoral (mL)

0,35

0,30

—&— Salina
—@— 5-Fluoracil (15mg/Kg)
—A— Eupomatenoide-5 (30mg/Kg)

4 6 8 10 12 14 16 18
Tratamentos (dias)

Figura 39. Variacao do volume do tumor de pata de camundongo induzido por células de

Ehrlich durante o tratamento, via i.p., dos grupos 5-Fluoracil e eupomatendide-5. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. Teste de Duncan, p<0,01 (ANOVA).

Tabela 16. Volume do tumor (UL) de pata de camundongo apés dezessete dias de

tratamento.
Grupos Volume tumoral (uL) £+ EPM Redugao do tumor (%)
Salina 213,3+ 11,2
5-Fluoracil (15mg/kg) 88,3+ 11,1 *** 58,6%
Eupomatendide-5 (30mg/kg) 148,6 + 15,6 ** 30,4%

**p<0,01; ***p<0,001. Teste de Duncan, p<0,001 (ANOVA).
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Avaliacdo da Toxicidade e Peso corporal

Os animais do grupo controle positivo 5-Fluoracil ndo apresentaram sinais de
toxicidade visiveis, como piloeregédo, evacuagao, porém apresentaram perda de peso ao
longo de todo o experimento (Figura 40). Apdés a primeira administragdo, os animais
tratados com o composto eupomatendide-5 ndo sé recuperaram 0O peso inicial, como

ganharam peso (1,25 g).
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Figura 40. Variagdo do peso corporal nos diferentes grupos de camundongos com tumor
de pata induzido pela injecado de células de Ehrlich *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Teste
de Duncan, p<0,001 (ANOVA).

Avaliacdo Macroscopica dos 6rgédos

Os 6rgaos dos animais tratados com o composto eupomatendide-5 nao
apresentaram alteracbes macroscopicas notaveis e nem mesmo diferengcas nos pesos

dos 6rgaos em questdo, ao passo que no grupo 5-Fluoracil os érgaos figado, pulmao e
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bago sofreram alteragdes no peso (Figura 41). Neste experimento também foi avaliado o

peso umido dos érgaos do sistema reprodutor masculino, como préstata, vesicula seminal

e testiculos.
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Figura 41. Grafico representando as variagdes de peso umido dos 6rgaos dos grupos 5-
Fluoracil e eupomatenoide-5. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Teste de Duncan, p<0,001
(ANOVA).

4.3.3 Atividade antiedematogénica do EBD,

Edema de Pata induzido pela injecdo de carragenina

A atividade anti-inflamatdria foi avaliada através da % de redugcao do volume do
edema no 1° pico de inflamagéo (6h). Segundo os resultados obtidos, o grupo controle
positivo piroxicam (20 mg/kg) e os grupos tratados com o EBD,,, nas doses de 100 e 300

mg/kg, v.o., foram eficazes na retengao do primeiro pico, reduzindo o volume do edema
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em 54,7%; 30% e 30,7%, respectivamente. O grupo tratado com 30 mg/kg néo foi

estatisticamente diferente do grupo veiculo, reduzindo o volume do edema em apenas

8,7% (Figura 42 e Tabela 17).

No segundo pico de inflamagdo, que ocorreu 72 horas apds o inicio do

experimento, o piroxicam e o EBD nado reduziram o edema provocado nesta etapa do

processo.
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Figura 42. Grafico apresentando a variagao do volume das patas de camundongos em

modelo de inflamagado induzido por carragenina. *p<0,05 e ***p<0,001. Teste de LSD,

p<0,001 (ANOVA).
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Tabela 17. Volume do edema de pata (uL) induzido por carragenina apds seis horas de

tratamento (v.0.) durante o primeiro pico de inflamagao.

Grupos Volume edema (uL)x EPM % de redugéo do edema
Salina 123,7+ 11,4
Piroxicam (20mg/kg) 56,0 + 5,6 *** 54,7%
EBD,u, (30mg/kg) 113,0+7,3 8,7%
EBD,u, (100mg/kg) 86,6 £55* 30,0%
EBD,u, (300mg/kg) 85,7+7,0* 30,7%
*p<0,05; ***p<0,001. Teste de LSD, p<0,001 (ANOVA).
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5. DISCUSSAO

Segundo recente relatério da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer
(IARC)/OMS, o impacto global do cancer mais que dobrou em 30 anos. O continuo
crescimento populacional, bem como seu envelhecimento, afetou de forma significativa o
impacto do cancer no mundo. Esse impacto recaiu principalmente sobre os paises de
médio e baixo desenvolvimento. Para o ano de 2010, sdo esperados no Brasil 489.270
novos casos de cancer (INCA, 2009).

Dentre os muitos desafios da medicina, nenhum teve um inicio tdo controverso
quanto o da cura para o cancer. Embora o processo neoplasico tenha sido reconhecido
ha séculos, os conhecimentos sobre 0os mecanismos bioldgicos de transformacgao e
progressao tumoral eram escassos até o advento da medicina molecular em meados do
século 20. Farmacos e terapias imunolégicas se transformaram no foco dos esforgos para
a cura do cancer e, desde entdo, a pesquisa cientifica tornou-se multidisciplinar e tem
trabalhado em conjunto na busca por medicamentos mais efetivos para o tratamento de
tumores (CHABNER e ROBERTS JR, 2005).

O controle e o tratamento do cancer, a segunda maior causa de morte por
doengas em todo o mundo, tém apontado para a busca de novas diretrizes voltadas para
o aprimoramento e a melhoria de terapias ndo convencionais. A descoberta de novos
farmacos derivados de plantas medicinais possui um papel importante no tratamento do
cancer, sendo que de todos os farmacos antitumorais disponiveis entre 1940 e 2002, 40%
foi originado de produtos naturais ou semi-sintéticos (BUTLER, 2004).

Um dos exemplos de farmacos obtidos de espécies vegetais mais significantes € a
vincristina, um alcaléide extraido da Vinca (Catharanthus roseus). A introdugao da
vincristina foi responsavel por um aumento nas taxas de cura para a doenga de Hodgkin e

algumas formas de leucemia. Outro exemplo de agente ativo derivado de plantas é a
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lignana etoposideo, derivada da epipodofilotoxina, encontrada em Podophyllum peltatum
e Podophyllum emodi. Este composto apresenta grande eficacia na cura do cancer de
testiculo, quando utilizado em combinacdo com bleomicina (também derivada de produto
natural) e cisplatina. Seu efeito citotoxico esta relacionado com a inibicdo da divisao
celular na metafase, bloqueando a duplicagdo dos cromossomos e retendo a divisdo
celular no estado mitético do ciclo celular, além de ser inibidor da topoisomerase I,
enzima nuclear essencial para o funcionamento do DNA e sobrevivéncia da célula, sendo,
portanto, ferramenta importante na quimioterapia do cancer (WINK et al., 2005; NITISS,
2009).

Os taxanos paclitaxel e docetaxel, derivados de Taxus brevifolia e Taxus baccata
apresentam expressiva atividade antitumoral contra canceres de mama, ovario e outros
tipos de tumores malignos. Os derivados da comptotecina (irinotecano e topotecano) tém
demonstrado atividade antitumoral contra cancer coloretal e de ovario, respectivamente.
Novas moléculas de origem vegetal oferecem uma grande oportunidade para avaliar nao
somente novas classes quimicas de agentes tumorais, mas também novos e
potencialmente relevantes mecanismos de agdo (ROCHA et al., 2001; ITOKAWA et al.,
2008).

E importante salientar que extratos e fragdes obtidos das folhas de Pothomorphe
umbellata, outra Piperacea estudada no CPQBA, produziram atividade anticAncer em
cultura de células tumorais humanas e em tumor ascitico de Ehrlich (SACOMAN et al.,
2008), incentivando-nos a estudar uma outra espécie desta familia, cuja atividade
antiproliferativa era inédita.

O presente projeto teve como objetivo principal avaliar a atividade citotéxica e
antiproliferativa de extratos e fragcdes ativas de Piper regnellii (Miq.) C. DC. var. regnellii

em cultura de células tumorais humanas e in vivo, em modelo de tumor sélido de Ehrlich.
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No que se refere aos resultados obtidos através de ensaio in vitro de atividade
antiproliferativa, os dados apontam para uma melhora na atividade do extrato bruto
diclorometanico (EBD) quando este é previamente extraido com hexano (Tabela 5),
embora ocorra uma queda no rendimento do extrato (9% versus 3,3%, Tabelas 4 e 6).

O EBD da planta coletada em junho sem extragdo prévia com hexano apresentou
TGl baixo para as linhagens de melanoma (26,01ug/mL) e mama (39,80 pg/mL). O EBD
obtido apds extragdo com hexano, além de manter a atividade para as linhagens de
melanoma (TGI= 26,45 pg/mL) e mama (TGl = 39,58 yg/mL), ainda apresentou TGl baixo
para as linhagens de pulmdo e rim (20,39 e 21,93 pg/mL, respectivamente) e maior
seletividade para as linhagens de prostata (10,97 pg/mL) e ovario (12,05 pug/mL).

Diferentemente do EBD,,,, os EBDo, € EBDf., N30 apresentaram propriedades
antiproliferativas promissoras (Tabela 5). Semelhante ao EBD,,,, a fragdo de média
polaridade, obtida através da F,,,,B, além da seletividade para as linhagens de prostata,
pulmdo, rim, melanoma e mama (TGl = 5,44; 6,09; 8,33; 10,18 e 10,77ug/mL,
respectivamente), aumentou a atividade especifica, comprovando a eficacia do processo
de fracionamento utilizado.

A mesma fragdo de média polaridade (FouB) ndo apresentou atividade
antiproliferativa significativa. A fragdo de maior polaridade F4,,,C foi seletiva para pulméao
(TGI = 3,94 ug/mL), assim como as fragbées Fou,A € FoulC (TGl = 3,38 e 0,44 ug/mL,
respectivamente).

Quando comparados por analise em CCD, foi observado que os EBD,,, € EBDoy
apresentavam diferentes compostos (Figura 14). Foi possivel avaliar a presenga de trés
neolignanas, de massas moleculares m/z = 294, 292 e 266, respectivamente (Figura 15),
comparadas com os compostos descritos por PESSINI et al. (2005).

As neolignanas 1 a 3 estao presentes na F4,,,B, ao passo que na FoB ndo estédo
presentes. Uma vez que a fracdo de outubro apresentou uma queda na atividade
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antiproliferativa em comparagdo a Fq,,,B, os resultados obtidos sugeriram que os
compostos 1, 2 e 3 sdo importantes para a atividade anticancer e posteriormente os
espectros de CG-EM e de RMN possibilitaram a identificagdo da neolignana
eupomatendide-5 como sendo o composto 1 (Figuras 16, 22, 23 e Tabela 11).

Assim como o EBDo, 0 EBDge, Nd0 apresentou atividade anticancer promissora.
Um fracionamento por meio de coluna filtrante foi realizado, na tentativa de purificar a
amostra e obter fragdes mais ativas, porém os resultados (Figura 31) indicaram apenas
uma atividade citotdxica na maior concentragéo (250 pg/mL).

Diferengas entre extratos vegetais coletados em épocas do ano distintas sao
esperadas, uma vez que fatores ambientais como luz, disponibilidade de nutrientes,
estacao do ano, periodo do dia e ciclo da planta interferem na produgao e variabilidade de
compostos e principios ativos de espécies vegetais, principalmente a produgao e teor de
Oleos essenciais volateis (POTZERNHEIM et al., 2006). Os resultados obtidos sugerem
que diferentes épocas do ano influenciam na composi¢cao e na atividade antiproliferativa
de P. regnellii, sendo o inverno o melhor periodo para a sua coleta.

O fracionamento realizado através de cromatografia em coluna filtrante foi eficiente
para a separagao dos compostos presentes no EBD,,. Uma das fracbes de média
polaridade obtida através deste fracionamento foi a fragdo F,y.F (Figura 18F), que
apresentou seletividade para as linhagens de melanoma, préstata, rim, pulméo e colon
(TGl = 2,22; 3,17; 4,02; 5,46 e 7,19 pg/mL, respectivamente) e para as linhagens
hormdnio-dependentes de mama (TGI = 3,63 ug/mL) e ovario (TGl = 9,52 pug/mL).

As linhagens de mama (MCF7) e ovario (OVCAR-3) s&o linhagens hormonio-
dependentes, sugerindo estudos que avaliem a interagcdo dessas substéncias em células
com receptores hormonais. As fragdes F,,nG e FoyunH (Figuras 18G e 18H) também se
mostraram potentes e seletivas para as linhagens de préstata (TGl = 5,03 pg/mL e 6,63
pg/mL, respectivamente) e ovario (TGl = 8,14 e 6,91 pg/mL, respectivamente). Além
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destes valores, semelhante a F,y,,F, a F,,,,G foi ainda seletiva para linhagem de rim (TGl
= 7,69 ug/mL) e a Fyy,nH para a linhagem de melanoma (TGl = 2,52 ug/mL). Com base
nos perfis cromatograficos e de atividade antiproliferativa (Tabela 9), estas fragdes foram
agrupadas, originando a F,,,,FGH. Esses valores de TGl demonstraram aumento da
atividade especifica das fragdes e a eficacia do processo de fracionamento utilizado.

Da fracao ativa F,,,,FGH foi obtido um precipitado que, por meio de comparagao
de seus dados de ponto de fusdo, massas, RMN'H e RMN™®C com os da literatura
(PESSINI et al., 2005), foi identificado como sendo a neolignana denominada
eupomatendide-5 (composto-1), conforme ja descrito.

Na tentativa de elucidar as diferencas entre as atividades dos EBD de junho,
outubro e fevereiro, estes extratos foram comparados por analise em CG-EM (HP
6890/HP5975), avaliando o teor relativo do composto-1 (m/z 294). Observou-se que o
EBD,,, apresentou 6,03%, enquanto os EBDo,; € o0 EBDg, apresentaram,
respectivamente, 0,21 e 0,22% do composto-1, corroborando com os resultados de
reducdo da poténcia e seletividade sobre células tumorais de préstata, pulméo, rim,
melanoma e mama nestes periodos (Tabela 5). Estes dados, juntamente com os dados
de atividade antiproliferativa do EBD,,, € de suas fra¢des ativas permitem afirmar que a
neolignana eupomatendide-5 € um dos compostos responsaveis pela atividade
antiproliferativa e anticancer, sendo encontrado em maior quantidade, nesta planta, no
inverno.

Dados da literatura relatam que a neolignana eupomatendide-5, bem como outras
trés neolignanas (eupomatendide-3, eupomatendide-6 e conocarpano), apresentam
atividades tripanocida (LUIZE et al., 2006) e antifungica (PESSINI et al., 2005), mas nada
era descrito quanto a sua atividade antiproliferativa.

Quando avaliado in vitro em painel de células tumorais humanas, este composto
apresentou valores baixos de TGl (Tabela 10), indicando poténcia para as linhagens de
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prostata (TGl = 6,47 ug/mL) e para as linhagens hormonio-dependentes de ovario e
mama (TGl = 5,50 e 6,27 ug/mL, respectivamente), além de seletividade para a linhagem
de rim (TGI = 1,93 ug/mL). Além das linhagens tumorais, o composto foi citotdxico para a
linhagem VERO (células ndo tumorais), com TGl = 5,77 ug/mL. O quimioterapico
doxorrubicina também apresentou atividade (TGl = 2,06 ug/mL) sobre as células VERO,
sendo quase 3 vezes mais citotoxico que o eupomatenodide-5 (composto 1). As células
VERO sdo de uma linhagem obtida a partir de rim de macaco verde africano
(Cercopithecus aethiops). Sao bastante utilizadas devido as suas caracteristicas de
crescimento e comportamento, sendo recomendadas para estudos de citotoxicidade e
transformacgao celular (CARVALHO et al., 1999). Como as células VERO apresentam
caracteristicas de crescimento em cultura bastante definidas, pequenas alteragoes em
funcdo de tratamentos por carcindégenos quimicos podem ser facilmente observadas
através de modificagdes nas suas propriedades de crescimento e caracteristicas
morfoldgicas.

Sabe-se que, se o tecido normal e o tumoral exibirem sensitividade similar ao
medicamento, ndo havera janela terapéutica e, na concentragdo em que o tumor
responder, a célula normal respondera também e o tecido sera danificado (HOFMANN,
2008).

Entretanto, somente um estudo in vitro nao é suficiente para determinar a atividade
da amostra a ser estudada, ainda mais quando se trata de cancer. A maioria dos
quimioterapicos produz efeitos adversos em tecidos de crescimento rapido. Sendo
fibroblastos, é esperado que as células VERO sejam afetadas pela maioria dos
quimioterapicos. Portanto, para maiores informacbes sobre a toxicidade, faz-se
necessaria a avaliagéo toxicologica in vivo.

A atividade citocida seletiva sobre células cancerosas observada em modelos in
vitro pode nao se refletir necessariamente numa atividade in vivo. Muitas substancias
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apresentam excelente atividade em cultura de células, porém, quando administradas em
animal, perdem sua atividade por metabolizagdo ou problemas de biodisponibilidade. O
modelo in vivo permite a obtencdo de informacbes sobre a farmacocinética e
farmacodinamica do novo composto. Portanto, um estudo combinado desses dois
modelos é muito indicado para uma conclusdo apropriada a respeito do potencial
anticancer de uma nova substancia (SMITH et al., 2005).

Neste contexto, a metodologia utilizada para o teste in vivo foi o experimento de
tumor sdlido de Ehrlich. O modelo de tumor sélido de Ehrlich é interessante, pois permite
avaliar a acéo sistémica da amostra, ja que o tumor é inoculado no coxim plantar do
animal e os tratamentos sao realizados pela via i.p.. A avaliagdo periddica do volume do
tumor com o uso do pletismémetro permite um melhor acompanhamento dos efeitos e
até, se necessario, o ajuste de doses. Ja 0 acompanhamento do peso corporal permite
avaliar a toxicidade do composto permitindo também o ajuste de doses, no caso de perda
excessiva. O EBD,,,, a fragao F,,,,FGH e o composto eupomatendide-5 foram avaliados
neste modelo de tumor sélido de Ehrlich.

A analise dos dados apresentados na Figura 33 permite inferir que nas doses de
300 e 1000 mg/kg o EBD reduziu, de forma significativa, o desenvolvimento tumoral a
partir do quarto dia de experimento (33,3 e 41,9%, respectivamente).

O volume tumoral do grupo de 100 mg/kg ao longo dos 13 dias de experimento
nao foi estatisticamente diferente do volume do grupo controle salina, porém, este grupo
nao apresentou efeitos toxicos, diferente dos grupos de maiores doses (300 e 1000
mg/kg). Embora ndo tenham sido observados sinais de toxicidade durante todo o periodo
de observagao (15 dias) do teste de toxicidade aguda, quando a amostra foi administrada
em doses repetidas, alguns destes sinais apareceram, bem como letalidade.

De acordo com MARIZ et al. (2006), alguns dos parametros que evidenciam sinais
de toxicidade sao: piloeregdo, prostracdo, contorcdo abdominal, paralisia do trem
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posterior, ptose palpebral, dispnéia, aumento da evacuacao e perda de peso. Os animais
dos grupos de maior dose apresentaram perda de peso, evacuacao e, apds a terceira
dose administrada, 50% dos animais de ambos os grupos morreram, justificando o
encerramento do experimento. Os animais tratados com as maiores doses, principalmente
os do grupo de 1000mg/kg que morreram durante o experimento, apresentaram os
intestinos colabados como sinal de toxicidade da amostra em doses elevadas.

Quando analisados os resultados dos pesos umidos relativos dos érgaos, foi
possivel verificar uma redugdo no peso Uumido do coragdo dos animais do grupo de 100
mg/kg. Além disso, houve uma redugao do peso do bago nos animais do grupo de 1000
mg/kg (Figura 35), corroborando com os dados de toxicidade.

O estudo in vivo da fracdo ativa mostrou que as doses de 30 e 100 mg/kg
reduziram o volume tumoral em 26,6 e 30,9%, respectivamente (Figura 36). A dose de
100 mg/kg apresentou redugéo do tumor a partir do quarto dia de experimento, e manteve
esta atividade até o término do experimento, no 15° dia. Pode-se concluir que a fragao
ativa aumentou em dez vezes a atividade especifica neste modelo experimental, assim
como foi observado nos estudos em cultura de células tumorais. Neste experimento, o
controle positivo doxorrubicina foi utilizado.

A doxorrubicina é, na atualidade, uma das mais potentes drogas antineoplasicas,
podendo ser prescrita isoladamente ou em associagdo com outros farmacos. Suas
aplicagdes sao diversas, como neoplasias ginecolégicas (mama, endométrio e ovario);
uro-genitais (bexiga e testiculo); enddcrinas (tiredide e panceras); gastrointestinais e
pulmonares (MORENO et al., 2006). No entanto, seu uso esta frequentemente associado
a ocorréncia de cardiotoxicidade (MACHADO et al., 2008). A doxorrubicina € um derivado

de antraciclina, cuja acao se da na inducéo de danos ao DNA (BAGULEY, 2001).
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Neste experimento, a doxorrubicina apresentou atividade antiproliferativa a partir
do sétimo dia, inibindo 60,6% do crescimento tumoral e mantendo também o controle de
seu desenvolvimento até o encerramento do experimento.

Embora a resposta antiproliferativa do grupo de 30 mg/kg ndo tenha sido
estatisticamente diferente do grupo controle salina no décimo terceiro dia de experimento,
através da analise do grafico podemos inferir que ha uma tendéncia da amostra, na dose
em questdo, em inibir ou controlar o crescimento tumoral. No 15° dia de experimento as
curvas das doses de 30 e 100 mg/kg tendem a se igualar, sendo ambas estatisticamente
diferentes do grupo salina.

Os resultados observados na Figura 37 mostram que houve perda de peso
durante as primeiras administracdes das amostras nos animais. Embora os animais do
grupo de 30 mg/kg tenham apresentado diferenca estatistica em relagdo ao grupo salina
no ultimo dia de experimento (15° dia), os animais aparentemente ndo estavam
debilitados e ndo apresentavam sinais de toxicidade como piloerecdo, movimentos
descoordenados ou outros disturbios, diferente dos animais do grupo doxorrubicina, que
apresentaram piloerecédo e perda acentuada do peso, chegando até a 5 g de perda no
final do experimento.

Com relagéo ao peso relativo dos 6rgaos, pode-se dizer que nenhum dos grupos
tratados com a fragado apresentou diferengas nos pesos dos 6rgaos em questao, ao passo
que no grupo doxorrubicina os érgaos figado e bago sofreram alteragdes no peso (Figura
38).

Considerando que os experimentos com o extrato bruto e a fracdo ativa
apresentaram atividade anticAncer de maneira dose-dependente, as doses efetivas de
cada amostra foram calculadas (100 a 250 mg/kg para o EBD,,, € 30 a 100 mg/kg da
F.yunFGH) e a partir deste resultado foi determinada a dose do composto eupomatendide-
5 a ser administrada, sendo esta de 30 mg/kg.
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De acordo com o grafico da Figura 39, o composto isolado eupomatendide-5
apresentou atividade antiproliferativa, reduzindo o tumor em 30,4% em relagcdo ao grupo
controle salina (Tabela 16). Sua atividade foi observada a partir do sétimo dia e mantida
até o décimo sétimo dia de experimento. Assim como o composto, 0 quimioterapico 5-
Fluoracil reduziu o volume tumoral a partir do sétimo dia e manteve sua atividade
antiproliferativa até o encerramento do experimento, reduzindo o tumor em 58.6%.

O 5-Fluoracil também provocou uma redugdo no peso corporal dos animais,
embora a doxorrubicina tenha sido mais téxica e, portanto, mais agressiva com relagcéo a
perda de peso. O composto eupomatendide-5 reduziu o peso corporal dos animais dois
dias apds a primeira administragdo da amostra (Figura 40), entretanto, ao longo do
experimento os animais recuperaram esta perda de peso.

Além disso, os dados do peso relativo dos érgéos indicam que o quimioterapico 5-
Fluoracil apresentou toxicidade, sendo os érgaos figado, pulmbes e bago os 6rgaos mais
afetados por esta toxicidade (Figura 41). Estes dados corroboram com o estudo de caso
clinico que reportou toxicidade pulmonar em pacientes em tratamento quimioterapico com
essa substancia (RUIZ-CASADO et al., 2006).

Os dados de toxicidade de uma amostra sdo muito importantes e relevantes, uma
vez que as neoplasias sdo responsaveis por elevadas taxas de mortalidade e muitos dos
tratamentos utilizados nessas neoplasias, como os radioterapicos e quimioterapicos, tém
efeitos colaterais indesejaveis (MACHADO et al.,, 2008). Portanto, ha uma incessante
busca de farmacos eficientes, que tenham baixa toxicidade e, consequentemente,
causem o minimo de efeitos colaterais (VERCOSA JR et al.,, 2007). O composto
eupomatendide-5 apresentou atividade anticancer, sem apresentar sinais de toxicidade
nos animais. Os dados dos testes in vitro associados aos dados dos testes in vivo
corroboram com dados descritos na literatura para a atividade antiproliferativa de lignanas
e neolignanas (THOMPSON, 1998; ITOKAWA et al.,2008).
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A compreensao dos mecanismos moleculares que regulam a proliferagéo celular
permite a identificacao de alvos que poderiam ser utilizados para a pesquisa de novas
drogas (SWANTON, 2004). Frente ao exposto, e tendo conhecimento de que muitos tipos
de cancer se desenvolvem a partir de sitios de inflamagao, foi investigada a atividade
antiedematogénica do extrato bruto diclorometanico (EBD,,,) de P. regnellli em modelo
de edema de pata induzido por carragenina.

De acordo com trabalhos anteriores (NUNES et al., 2007), dois picos de inflamagao
induzida pela carragenina em camundongos sdo esperados ao longo do experimento: um
na fase inicial (6 horas) e outro na fase tardia (72 horas). O grupo controle positivo
piroxicam e os grupos tratados com o EBD,,, nas doses de 100 e 300 mg/kg (v.0.) foram
eficazes na retengao do primeiro pico, reduzindo o volume do edema em 54,7%, 30% e
30,7%, respectivamente. O grupo de 30 mg/kg nao foi estatisticamente diferente do grupo
salina, reduzindo o volume do edema em apenas 8,7% (Figura 42 e Tabela 17).

O segundo pico de inflamagao ocorreu 72 horas apoés o inicio do experimento. Nem
0 piroxicam e nem o EBD,,, reduziram o edema provocado pelo segundo pico, apds 72
horas. Entretanto cabe lembrar que as administracbes das amostras foram efetuadas 1h
antes da injegdo de carragenina nas patas. A fim de verificar a atividade
antiedematogénica no segundo pico de inflamagéo, seria necessaria pelo menos uma
segunda administracao entre 24 e 48 horas apés inje¢ao da carragenina.

Muitos tipos de cancer se desenvolvem a partir de sitios de inflamacao, sendo esta
muitas vezes responsavel pela tumorigénese, transformacao celular, proliferagao,
invasao, angiogénese e metastase (COUSSENS e WERB, 2002; AGGARWAL et al,
2006; MANTOVANI, 2007).

De fato, alguns mediadores envolvidos em processos de inflamagao cronica tém
sido relacionados as varias etapas envolvidas na tumorigénese (AGGARWAL et al., 2006;
KARIN E GRETEN, 2005). Varios relatos na literatura demonstram que a expressao
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elevada da COX-2 em diferentes células tumorais pode estar relacionada com
proliferacdo celular aumentada, prevengdao de apoptose, aumento do potencial
metastatico, producdo de fatores angiogénicos e inibicdo da vigilancia imunolégica
(PEREIRA, 2009). Uma vez que a atividade antiinflamatoria e antiproliferativa estao
associadas principalmente em tumores que expressam COX (COUSSENS e WERB,
2002), a determinagéo do mecanismo de agao podera estabelecer a possivel correlagéo
entre as duas atividades farmacolégicas apresentadas pelo EBD.

Uma vez que n&o ha registros da atividade anticancer de Piper regnellii, os dados
obtidos incentivam a descoberta de outros compostos que, em sinergismo com o
composto eupomatendide-5, intensificam sua atividade anticancer; além de estudos para
a determinacdo dos mecanismos de acado envolvidos nesta atividade. Sendo assim, os
resultados sugerem que Piper regnellii, popularmente conhecida como caapeba, pode ser
considerada fonte potencial de substancias farmacologicamente ativas, que auxiliariam na

terapéutica do combate ao cancer.

89



90

CONCLUSOES




Conclusées

6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nos experimentos em cultura de células tumorais humanas e em

modelos in vivo permitem concluir que:

R/
0.0

A extracdo prévia com hexano auxilia na remogao de graxas e melhora a atividade
antiproliferativa do extrato bruto diclorometanico de P. regnellii;

Os extratos brutos hexanico e etandlico de P. regnellii ndo apresentam atividade
antiproliferativa promissora;

A melhor época para a coleta das folhas de P. regnellii foi durante o inverno,
quando os principios com potencial anticAncer estavam em maior quantidade;

O extrato bruto diclorometanico da coleta de junho e suas fragdes ativas
apresentaram atividade antiproliferativa in vitro com boa correlagdo entre
concentracao e efeito, seletividade para as linhagens horménio-dependentes de
ovario e mama, bem como para as linhagens de melanoma, rim e prostata;

O EBDyy, € a Fyy,nFGH reduziram significativamente o volume tumoral, inibindo
seu crescimento, comprovando a atividade antiproliferativa observada em células
tumorais humanas;

Além da atividade antiproliferativa, o extrato bruto diclorometanico apresentou
atividade antiedematogénica em modelo de inflamagdo de pata induzida por
carragenina, sendo que estes efeitos podem estar relacionados as lignanas
presentes nesta espécie;

O composto eupomatendide apresentou atividade citotoxica (in vitro), sendo
seletivo para a linhagem de rim (786-0); e anticaAncer (in vivo), sem apresentar

sinais de toxicidade nos animais que possam produzir letalidade;
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% Os resultados obtidos sao inéditos e sugerem a continuidade deste trabalho,
visando a determinagao dos mecanismos de agdo dos compostos ativos de P.

regnellii.
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Anexo

Autorizagdo do Comité de Etica em Experimentagdao Animal

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que o conteiido de minha Tese de Mestrado intitulada
Atividade anticincer de extratos e fragdes ativas obtidos de Piper regnellii C. DC. var

regnellii:

() n3o se enquadra no Artigo 1°, § 3° da Informagdo CCPG 01/2008, referente a bioética
e biosseguranga.

( ) estd inserido no Projeto CIBio (Protocolo n° ), intitulado

( ') tem autorizagio da Comissio de Etica em Experimentacdo Animal (Protocolos n®*
963-1, 1964-1, 1965-1).

() tem autorizagdo do Comité de Etica para Pesquisa com Seres Humanos (?) (Protocolo

Gl

(é/huna Giovanna Bar ongato

~ Orientador: Jodo Emesto de Carvalho

Para uso da Comiss@o ou Comité pertinente:

(X) Deferido () Indeferido

Q&WV @7617’(,4,4-(,&( le— (%%e é?é

Funqao. Profa fa. ANAMARIA A. GUARHLDO
Presidente
Comisséo de Etica na Experimentago Animal
CEEA/IB - UNICAMP
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