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Resumo

Fatores como o aumento na expectativa de vida, o tabagismo, alcoolismo e a mai
alimentacdo, vém elevando a incidéncia de céncer ji que o envelhecimento do organismo, assim
como a agdo de carcindgenos, favorece o seu aparecimento. Atualmente, essa doenca € a segunda
causa de morte na populagdo mundial. As células tumorais caracterizam-se por ignorar os sinais
externos e internos que regulam a proliferagdo celular, e tenderem a evitar os processos de apoptose
e diferenciacdo, sendo consideradas muito invasivas. Grande parte dos quimioterapicos utilizados
hoje no tratamento do cancer advém de pesquisas desenvolvidas a partir de fontes naturais como
vegetais. Dentro do Projeto Fapesp-Bioprospecta (2004/07943-9) desenvolvido no
CPQBA/UNICAMP, uma das espécies selecionadas, Croton campestris, mostrou interessante perfil
antiproliferativo em cultura de células tumorais. No atual projeto, extratos, fracdes e principios
ativos obtidos de Croton campestris foram avaliados quanto a sua atividade anticancer em cultura
de células tumorais humanas ¢ em modelo de tumor sélido de Ehrlich em pata de camundongo.
Foram testadas diversas metodologias de extracdo a fim de verificar, com relacdo ao rendimento e a
atividade, qual seria o extrato ideal para inicio do fracionamento. Dessa maneira, o melhor perfil de
atividade no painel de linhagens tumorais utilizado foi observado para o extrato bruto por acetato
de etila, tanto extraido a frio (CCEBAtot), quanto o a quente (CCEBAtotq). As fracdes obtidas
foram submetidas ao teste antiproliferativo e as melhores amostras oriundas de cada extrato foram
novamente fracionadas. As fragdes mais ativas foram CFb96-98 e CFgbl4. Ambas foram
submetidas a avaliacdo de pardmetros de morte celular como avaliagdo de apoptose e necrose e do
ciclo celular sendo que os resultados observados confirmam a diminui¢do da viabilidade celular,
aumento de populacdo celular em sub-G; e morte celular necrética. A fracio CFqgbl4, testada em
modelo murino de tumor sélido de Ehrlich, apresentou resultados satisfatérios de inibicdo tumoral,
bem como elevada poténcia visto que a dose mais baixa de 1mg/kg foi efetiva, comparada ao grupo
controle. Testes fitoquimicos indicaram a presenca de terpendides nas fracdes ativas e através de
espectrometria de massas, foi verificada a presenca de duas substincias ja descritas na literatura,
velamona e velamolona, que podem ser as responsdveis ou agir em sinergismo com outras
moléculas, contribuindo para a atividade anticancer. Portanto, esses resultados tornam a espécie
brasileira Croton campestris uma importante candidata a fonte de novas moléculas a serem

utilizadas no tratamento do cancer.
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Abstract

Factors such as the rise in life expectancy, smoking, alcoholism and bad diet are
increasing the incidence of cancer because the aging body and the action of carcinogens
favor its appearance. This disease is the second leading cause of death worldwide. Tumor
cells are characterized by ignoring the external and internal signals that regulate cell
proliferation, and tend to avoid the processes of apoptosis and differentiation, being
considered too invasive. Most chemotherapy drugs used in cancer treatment today comes
from researches developed from natural sources like plants. Results were obtained from
Fapesp-Bioprospecta Project (2004/07943-9) developed at CPQBA/UNICAMP. The
anticancer activity of extracts and active fractions obtained from Croton campestris were
evaluated in cultured human tumor cells and in Ehrlich solid tumor model in mouse
paw. Several extraction methods were tested to verify which one would be better for the
beginning of the fractionation, considering efficiency and activity. The extracts with a
better activity profile in the tumor strains panel used were obtained by extraction with ethyl
acetate, both cold (CCEBAtot) and hot extraction (CCEBAtotq). Fractions obtained that
presented the best results in the antiproliferative test were refractionated. The most active
fractions of the respective fractionations were CFb96-98 and CFgb14. Both were submitted
to the evaluation of cell death-related parameters and the results confirm a decrease in cell
viability, increased cell population in sub-G; and necrotic cell death. Fraction CFgbl14
tested in Ehrlich solid tumor, a murine adenocarcinoma, showed satisfactory results of
tumor inhibition, as well as high potency because the lowest dose of 1mg/kg was effective,
compared to the control group. Phytochemical tests indicated the presence of terpenoids in
the active fractions and through mass spectrometry, it was possible to detect the presence
of two substances described in the literature, velamone and velamolone, which may be
responsible or act in synergy with other molecules, contributing to the anticancer
activity. Therefore, these results make the Brazilian species Croton campestris an

important source of new molecules used in cancer treatment.
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(velamolona) presentes nos extratos CCEBAtotq e CCEBAtot.

Porcentagem de células K562 viaveis ap6s o tratamento de 24h com 5
e 10ug/mL das amostras CCEBAtot, CFa22-27, CFb25-33 e CFb96-
98.

Porcentagem de células NCI-H460 vidveis apds o tratamento de 24 e
48h com 0.25, 2.5, 25ug/mL da fracdo CFqgb14.

Porcentagem de células K562 vidveis apds o tratamento de 24 e 48h
com 0.25, 2.5, 25ug/mL da fracdo CFgb14.

Porcentagem de células NCI-H460 positivas para anexina e 7-AAD
apos o tratamento de 24h com 0.25, 2.5, 25ug/mL da fragcdo CFqgb14.
Porcentagem de células K562 positivas para anexina e 7-AAD apds o
tratamento de 48h com 0.25, 2.5, 25ug/mL da fragdo CFgb14.
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Porcentagem de células K562 positivas para anexina e 7-AAD apds o
tratamento de 3h com 25ug/mL da fragdo CFgb14.

Porcentagem das populacdes celulares (K562) presentes em cada fase
do ciclo celular apds tratamento de 24h com 5 e 10ug/mL das
amostras CCEBAtot, CFa22-27, CFb25-33 e CFb96-98.

Porcentagem das populacdes celulares H460 presentes em cada fase do
ciclo ap6s o tratamento de 24h com 0.25, 2.5, 25ug/mL da fracdo
CFgbl14.

Porcentagem das populacdes celulares K562 presentes em cada fase do
ciclo ap6s o tratamento de 24h com 0.25, 2.5, 25pug/mL da fracdo
CFgbl14.

Variacdo do volume tumoral induzido por células de Ehrlich em pata
de camundongo durante o tratamento com o extrato CCEBAtot de
Croton campestris; * p < 0.05, ** p < 0.01, ***p<0,001. Duncan(]s
test, p < 0.001 (ANOVA).

Pata evidenciando a massa tumoral de animal nio tratado (A), tratado
com quimioterdpicos doxorrubicina (B) e tamoxifeno (C) e tratado
com 20mg/kg de CCEBAtot (D).

Peso relativo do tumor induzido por células de Ehrlich em pata de
camundongo apds o tratamento com o extrato CCEBAtot de Croton
campestris; *** p <0.001. DuncanlJs test, p < 0.001 (ANOVA).
Variagdo do peso corporal dos grupos durante o tratamento com o
extrato CCEBAtot de Crofon campestris. * p<0,05, ** p < 0.01.
Duncanl]s test, p < 0.001 (ANOVA).

Peso relativo dos 6rgios apds tratamento com o extrato CCEBAtot de
Croton campestris. * p<0,05, ** p < 0.01. Duncanl]s test, p < 0.001
(ANOVA).

Variacdo do volume tumoral induzido por células de Ehrlich em pata
de camundongo durante o tratamento com os extratos CCEBAtot e
CCEBEtot de Croton campestris; * p < 0.05, ** p <0.01, ***p<0,001.
Duncan( s test, p < 0.001 (ANOVA).

Peso relativo do tumor induzido por células de Ehrlich em pata de
camundongo apds o tratamento com os extratos CCEBAtot e
CCEBEtot de Croton campestris; *p < 0.05 e ** p < 0.001. Duncan(s
test, p < 0.001 (ANOVA).

Variacdo do peso corporal dos grupos durante o tratamento com os
extratos CCEBAtot e CCEBEtot de Croton campestris. *p<0,001.
Duncan( s test, p < 0.001 (ANOVA).
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Peso relativo dos 6rgdos apds tratamento com os extratos CCEBAtot e
CCEBEtot de Croton campestris. * p<0.05, ** p < 0.01 e p<0.001.
Duncanl]s test, p < 0.001 (ANOVA).

Hemograma do sangue total dos animais apds tratamento com o0s
extratos CCEBAt e CCEBEt de Croton campestris.: leucécitos totais
(WBCO), eritrécitos (RBC), hemoglobina (Hbg), hematderito (Hct),
MCV (volume corpuscular médio), MCH (hemoglobina corpuscular
média), MCHC (concentracio da hemoglobina corpuscular) e
plaquetas (Ptl). * p <0.05, ** p < 0.01, *** p<0.001. Duncanl( s test, p
<0.001 (ANOVA).

Variacdo do volume tumoral induzido por células de Ehrlich em pata
de camundongo durante o tratamento com a fracdo CFqb14 de Croton
campestris; ** p < 0.01, ***p<0,001. Duncanlls test, p < 0.001
(ANOVA).

Peso relativo do tumor induzido por células de Ehrlich em pata de
camundongo apds o tratamento com a fracio CFgbl4 de Croton
campestris; *p < 0.05, ** p < 0.01 e *** p <0.001. Duncan[’s test, p <
0.001 (ANOVA).

Variacdo do peso corporal dos grupos durante o tratamento com a
fragdo CFgbl4 de Croton campestris. *p<0,05, **p<0,01 e
*##%p<0,001. Duncan(Is test, p < 0.001 (ANOVA).

Peso relativo dos 6rgdos apds tratamento com a fracdo CFgb14 de
Croton campestris. * p<0.05 e ** p < 0.01. Duncanl]s test, p < 0.001
(ANOVA).

Hemograma do sangue total dos animais apds tratamento com a fracao
CFgbl14 de Croton campestris: leucécitos totais (WBC), eritrdcitos
(RBC), hemoglobina (Hbg), hematécrito (Hct), MCV (volume
corpuscular médio), MCH (hemoglobina corpuscular média), MCHC
(concentragdo da hemoglobina corpuscular) e plaquetas (Ptl). * p <
0.05, ** p <0.01, *** p<0.001. DuncanlJs test, p < 0.001 (ANOVA).
Perfil observado por cromatografia de camada delgada dos extratos
brutos diclorometanicos (CCEBD) e etandlicos (CCEBE) de folhas
secas (S) e frescas (F) de Croton campestris. Uso de
diclorometano/metanol 99:1 como fase moével e anisaldeido como
revelador.

Perfil observado por cromatografia de camada delgada dos extratos
brutos diclorometanicos (CCEBD), acetato de etila (CCEBA) e
etandlicos (CCEBE) obtidos a frio e a quente (q) de Croton
campestris. Uso de diclorometano/ metanol 99:1 como fase modvel e
anisaldeido como revelador.
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Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com extrato bruto
diclorometanico das folhas frescas de Croton campestris (CCEBDf)
em cultura de células tumorais e linhagem Vero.

Atividade antiproliferativa apés tratamento de 48h com extrato bruto
diclorometanico das folhas secas de Croton campestris (CCEBDs) em
cultura de células tumorais e linhagem Vero.

Atividade antiproliferativa apés tratamento de 48h com extrato bruto
etandlico das folhas frescas de Croton campestris (CCEBEf) em
cultura de células tumorais e linhagem Vero.

Atividade antiproliferativa apés tratamento de 48h com extrato bruto
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de células tumorais e linhagem Vero.

Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com extrato bruto
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Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com extrato bruto
diclorometanico obtido por extracdo a quente das folhas secas de C.
campestris (CCEBDq) em cultura de células tumorais e linhagem
Vero.

Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com extrato bruto
por acetato de etila das folhas secas de C. campestris (CCEBA) em
cultura de células tumorais e linhagem Vero.

Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com extrato bruto
obtido por extracdo a quente por acetato de etila das folhas secas de C.
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Vero.

Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com extrato bruto
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Introducado

1. Cancer

O ciclo de vida celular envolve mecanismos extremamente complexos e
cuidadosamente regulados em seus minimos detalhes. Apenas um deslize pode ser o inicio
de uma proliferacdo descontrolada que levard ao surgimento de nova populacdo celular
com caracteristicas aberrantes, diferentes do tecido original e sem limites de crescimento, a
neoplasia que, quando maligna, poderd protagonizar o cancer. As células cancerosas
manifestam, em graus variados, cinco caracteristicas que as distinguem das células
normais: proliferacdo descontrolada, desdiferenciacdo, perda de funcdo, invasividade e
metéastase (Rang & Dale, 2007). Os hallmaks do cancer compreendem diferentes
caracteristicas bioldgicas apresentas ao longo do desenvolvimento tumoral como a
manutencao da sinalizacao proliferativa, evasao dos supressores de crescimento, resisténcia
a morte celular, capacidade de replicacdo ilimitada, induc@o de angiogénese e ativacdo de
invasdo e metdstase. Sao também componentes desse quadro a instabilidade genOmica e
mutacdes, que aceleram a aquisi¢ao dessa malignidade, a desregulagcdo energética celular, o
escape da destruicdo pelo sistema imunolégico e a inflamagdo relacionada ao tumor

(Hanahan & Weinberg, 2011).

N

Essas anomalias celulares vao levar a perda do controle sobre a morte celular e
podem afetar cerca de 200 tipos celulares (Mesquita et al., 2009). Esses fatores podem
culminar em um conjunto de manifestacdes clinicas que caracterizam mais de 100 doengas
nas quais as células apresentam um crescimento desordenado e podem espalhar-se para
outras regides do corpo (INCA, 2011). Segundo o IARC (2011), a previsao de mortalidade
por cancer no mundo é de mais de 9 milhdes no ano de 2015 com quase 240 mil sé no
Brasil. A cada ano, de acordo com a Organizagdo Mundial de Saide (OMS), surgem cerca
de dez milhdes de novos casos de cancer com cerca de seis milhdes de mortes em todo o
mundo. Essa malignidade é a segunda maior causa de morte no mundo superada apenas

pelas mortes decorrentes de doencgas cardiovasculares.

As causas do cancer podem ser adquiridas somaticamente a partir de fontes externas,

relacionadas ao ambiente e aos hdbitos de vida, ou internas o que, na maioria das vezes,
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sdo pré-determinadas geneticamente. A interacdo desses fatores pode aumentar a
probabilidade de transformagdes malignas nas células normais. Dentre as causas
ambientais que mais contribuem para o desenvolvimento desta doenca estdo o tabagismo, a
exposicao excessiva ao sol, alcoolismo e o tipo de alimentacao (INCA, 2011). Além disso,
a extensdo da expectativa de vida vem promovendo o aumento da incidéncia de cancer
(Montesano & Hall, 2001), pois o envelhecimento do organismo favorece o aparecimento
da doenga ja que as células das pessoas idosas foram expostas por mais tempo a acdo de

carcindgenos, o que aumenta a suscetibilidade a transformacao maligna.

50000 -
Incidence
45000 Mortality

40000
35000
30000 H
25000
20000
15000

10000

5000

Figura 1. Incidéncia e mortalidade no Brasil para os tipos de cdncer em ambos os sexos. Nimero
de casos estimados em 2008. Fonte: International Agency for Research on Cancer (IARC) Franca

(http://www.globocan.iarc.fr).

Entre os canceres de maior incidéncia estdo os de mama, préstata e pulmao (Fig. 1).
O de pulmao é o que apresenta a maior taxa de mortalidade atingindo 85% dos casos de

acordo com as estatisticas de 2008 (IARC, 2011).

Determinados tipos de canceres podem ser curados mediante tratamentos locais
como a cirurgia e radioterapia dependendo, obviamente, do tipo de tumor e do estigio de

seu desenvolvimento. Outros tipos tumorais, principalmente no caso de disseminagdo
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sistémica, exigem tratamento combinado com diferentes terapias, incluindo o uso de
diversos quimioterdpicos (Grahame-Smith & Aronson, 2004). As classes de
quimioterdpicos incluem os agentes alquilantes (clorambucil, ciclofosfamida),
antimetabdlitos (5-fluorouracil, metotrexato), antibidticos carcinoliticos (bleomicina,
dactinomicina, doxorrubicina) e inibidores mitéticos (vincristina, vimblastina e paclitaxel)

(Rang & Dale, 2007).

Os esforcos e estudos para combater o cancer levaram a muitas descobertas
fundamentais na biologia celular e molecular. A partir de anomalias observadas em células
cancerigenas, muitas proteinas como a p53, foram descritas devido ao seu papel na
proliferagdo descontrolada, no aumento das taxas de divisdo celular e na diminui¢do de
morte (Alberts et al., 2010). Nesse sentido, os estudos do cancer t€ém progredido para
buscar mecanismos cada vez mais especificos direcionando a pesquisa de novos
quimioterapicos que possam atuar em alvos especificos minimizando os efeitos nocivos
observados com os atuais medicamentos utilizados na clinica. No entanto, é preciso
cuidado ao tratar o tema para que selecdo de alvos especificos ndo induza as células
tumorais a buscarem outros mecanismos de escape para progressao tumoral, o que pode ser
favorecido com o uso de diferentes farmacos atuando em conjunto para a erradicacdo da

neoplasia.

Tanto o foco molecular, pautado em receptores, proteinas e enzimas evolvidas na
morte de células tumorais, quanto a abordagem que coloca em voga todo o potencial
farmacolégico escondido na imensa biodiversidade que possuimos, t€ém a sua contribui¢ao
no campo cientifico na busca por novos ativos anticancer, visto que, a grande maioria dos
medicamentos utilizados na clinica, no tratamento do cancer e em diversas outras doencas,

sdo provenientes de estudos baseados em fontes naturais.

2. A pesquisa de novos farmacos anticancer a partir de fontes naturais

Novas drogas obtidas a partir de fontes naturais que exibem perfil de atividade contra
varios tipos de cincer estdo entre os assuntos mais interessantes no campo da pesquisa em

produtos naturais (Mesquita et al., 2009). Compostos organicos de organismos terrestres e
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marinhos t€m sido extensivamente utilizados no tratamento de diversas doencas em sua
forma natural e como plataforma para modificagdes sintéticas (Chin et al., 2006).

Atualmente a biologia do cancer tem sido muito estudada e esse conhecimento tem
sido aplicado no desenvolvimento de novos quimioterdpicos, na tentativa de buscar
alternativas para terapias contra o cancer bem como para a descoberta de novos
mecanismos de acdo.

Uma referéncia na area de busca de novos agentes anticancer é o National Cancer
Institute (NCI) que possui diversos programas para viabilizar a triagem de novas moléculas
em grande quantidade. (Monga & Sausville, 2002). Com um painel de diversas linhagens
celulares tumorais humanas derivadas de tumores solidos, o NCI desenvolveu um método
de triagem com 60 linhagens oriundas de oito tipos de tumores sélidos (pulmaio,
melanoma, mama, rim, célon, prdstata, ovério e cérebro) e do sistema hematopoiético
(leucemia). Esse método permitiu adaptar ao processamento de numerosos agentes
quimicos ou derivados de fontes naturais e tem minimizado o uso de animais além de
exigir menor quantidade de material necessdrio para a triagem inicial (Monks et al., 1991).
Baseado nessa metodologia, o painel utilizado para o estudo na Divisdo de Farmacologia e
Toxicologia do CPQBA/ UNICAMP, possui 10 linhagens com células de diferentes tecidos
humanos (Tab. 1), cedidas pelo NCI. Nesse ensaio chave, a capacidade de proliferacao
desenfreada das células tumorais € avaliada na busca por compostos que reduzam a

proliferacao de células tumorais in vitro (Harvey & Cree, 2010).



Tabela 1. Linhagens celulares tumorais humanas utilizadas nos ensaios de atividade
antiproliferativa in vitro (adaptado de Marchetti, 2008).
Sigla Nome Caracteristicas
U251 a Glioblastoma Expressa GFAP e vimentina'.
MCF-7a Adenocarcinoma de Produz proteinas insulina like (liga fatores de
mama crescimento) e superexpressa gene P2P-R; TNF-a inibe
seu crescimento.
NCI-ADR/ Adenocarcinoma de Perdeu o receptor de estrégeno; expressa altos niveis do
RESb ovdrio resistente a gene resisténcia multidroga (MDR1) traduzindo para
multidroga glicoproteina-P que confere essa capacidade; proto-
oncogene Raf-1 pode estar envolvido na regulacdo da
resisténcia a drogas.
NIH: Adenocarcinoma de Possui receptores de estrégeno, andrégeno e progesterona
ovC AR-3b ovario € poucos cromossomos normais representados; adequada
em estudos de cancer ovariano e avaliacdo da terapia
hormonal; alta producdo da enzima 24-OHase e baixa de
1-aOHase.
PC-3b Adenocarcinoma de Baixa atividade de fosfatase 4cida e 5-a redutase; sem
prostata cromossomo Y normal detectado; € uma das 3 linhagens
cldssicas de tumores prostaticos.
786-Ob Adenocarcinoma de rim  Produz peptideo semelhante em forma e agdo ao
hormdnio paratireoidiano; mutacdes no gene HVL e da
prolina oxidase propiciam a formacéo do tumor.
K-562*c Leucemia miel6ide Células altamente indiferenciadas (blastos multipotentes)
cronica que podem se diferenciar em progenitores das séries
eritrocitica, granulocitica e monocitica; hd o gene
fusionado Bcer-abl impedindo sua apoptose.
U ACC-62**a Melanoma Origindria de melandcitos.
HT-29d Adenocarcinoma colo- Possui  microvilos, microfilamentos, = mitocOndrias
retal vacuolizadas e densas, alta expressdo receptores de
uroquinase e antigenos p53, mutagdes pré-tumorais no
gene APC (adenomatous polyposis coli) e COX-2.
NCI-H460d Adenocarcinoma de Expressa altos niveis COX-2 que se associam ao fendtipo

pulmao tipo ndao
pequenas células

invasivo e metastico, com caracteristicas de células

enddcrinas pulmonares altamente diferenciadas; ¢
deficiente em fator-1 de ativag@o da protease do citocromo

¢ apoptotico.

Tecido de Origem: “Ectoderme; bMesoderme; “Mesénquima; YEndoderme. Todas as células sdo aderidas,
exceto a K-562%, que é em suspensdo. Todas as linhagens apresentam morfologia epitelial, a excecdo da K-
562* (morfologia linfoblastica) e UACC-62** (morfologia fibrobléstica). lDispom’vel online no site do CLS :
http://www.cell-lines-service.de/content/ e143/e148/e3845/index_eng.html Consultado dia 25/10/2011.
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Os resultados obtidos em cultura de células sdo livres de qualquer interferéncia
metabdlica, fisiologica ou ambiental. Dessa forma, por se tratar de um ambiente artificial, é
preciso investigar também se as andlises realizadas com sucesso in vitro também o seriam
in vivo. Por isso, no estudo de novos agentes anticancer, a etapa pré-clinica ¢ fundamental
para correlacionar os dados obtidos em cultura de células, corroborando ou ndo para a
continuidade da investigacdo acerca do novo ativo (Carvalho, 2006).

Um dos modelos estabelecidos para a triagem pré-clinica de novos agentes
anticancer € o tumor sélido de Ehrlich. Descrito por Paul Ehrlich (1906) esse tumor é uma
neoplasia de camundongo origindria de adenocarcinoma de mama. Além de ser um modelo
de f4cil manutencdo, uma de suas principais vantagens € o controle do nimero de células a
serem inoculadas, de forma a padronizar os experimentos tanto da sua forma sélida quanto
ascitica (Matsuzak, 2004). Portanto, através de modelos como esse, os animais tratados
podem ter a evolug@o tumoral analisada ao longo do tratamento com a droga candidata,
além de terem suas caracteristicas clinicas observadas ao longo do ensaio, verificando a
efetividade sistémica da aplicagdo in vivo.

Por muitos séculos as plantas t€ém sido uma rica fonte de agentes terapéuticos e
bases para diversas drogas sintéticas sendo que, ainda hoje, 25% das drogas prescritas no
mundo sdo de origem vegetal (Sacoman et al., 2008; Balunas & Kinghorn, 2005). Mais de
50% dos quimioterdpicos utilizados foram obtidos a partir de fontes naturais, fazendo das
plantas e seus derivados sintéticos importantes fontes de drogas antitumorais (Mesquita et
al., 2009; Mann, 2002). Nesse contexto, as pesquisas de diversos produtos naturais como
fornecedores de compostos promissores t€m sido apontadas como um caminho para a
descoberta de novas drogas anticincer (Figueiredo et al., 2006; Siu, 2011; Cragg &
Newman, 2009).

Nos ultimos anos, com o advento da biologia molecular e o aprimoramento dos
métodos de triagem de potenciais substincias anticancer, a busca por novos agentes de
origem vegetal tem obtido sucesso sendo acompanhada de um significativo aumento nos
investimentos nessa area. Entre os fatores que impulsionaram as pesquisas nessa drea estd a
descoberta de drogas muito eficazes no tratamento do cancer (Carvalho, 2001; Rates, 2001;

Newman et al., 2003).
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Atualmente, os agentes anticancer mais utilizados na clinica pertencem a quatro
classes principais, incluindo derivados sintéticos ou semi-sintéticos: alcaloides da Vinca
(Catharanthus roseus (L.) G.Don, epipodofilotoxinas de Podophyllum peltatum L., taxanos
de Taxus brevifolia Nutt e camptotecinas de Camptotheca acuminata Decne (Balunas et
al., 2006).

Os agentes conhecidos hoje com acgdo sobre o cancer sdo classificados em dois
grupos. Os agentes bloqueadores (quimiopreventivos) que inibem a iniciacdo do processo
carcinogénico e estdo presentes em diversos alimentos como o café e o alho e os agentes
supressores, que inibem a proliferacdo de células malignas durante a fase de promocao da
progressao tumoral (Marchetti, 2008). Por atuar apds a instalagdo da doenca, esses dltimos
sdo o foco na busca de novos fairmacos (Duvoix et al., 2005; Lambert et al., 2005).

Por isso, a busca de novos medicamentos tem nos produtos naturais uma importante
fonte de novos candidatos, visto a pouco explorada diversidade quimica e bioldgica que
pode ser encontrada nas diversas esferas naturais (Cragg & Newman, 2009; Diwanay et al.,

2004).

3. Croton campestris A.St.-Hil. (Euphorbiaceae)

O Brasil possui a maior diversidade vegetal do planeta cujas plantas t€ém sido, desde
os tempos ancestrais, usadas para tratar uma ampla variedade de doencas incluindo cancer
(Brandado et al., 2008). Apesar dessa imensa biodiversidade, grande parte das plantas
brasileiras possui pouco ou mesmo nenhum estudo quimico ou bioldgico e podem ser uma
importante fonte para o desenvolvimento de novos farmacos. Além disso, apesar de muitos
agentes farmacologicamente ativos contra o cancer e outras doengas serem obtidos a partir
de estudos randomicos, € importante dirigir a triagem de compostos naturais a partir de
informacdes sobre compostos descritos em espécies precursoras (Ma & Wang, 2008).
Dessa forma, o histérico de moléculas bioativas identificadas em espécies da familia
Euphorbiaceae e seu género Croton, viabilizam os estudos com a espécie selecionada, a

Croton campestris.
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A familia Euphorbiaceae estd presente principalmente em regides tropicais e
temperadas de todo o planeta e apresenta cerca de 8.000 espécies, distribuidas em 317
géneros. No Brasil, € uma das familias mais ricas em nimero de espécies, cerca de 1.000,
distribuidas em 80 géneros, possuindo ampla distribuicdo com representantes em todos os
diferentes tipos de vegetacdo do pais (Satiro & Roque, 2008). Os diversos usos das plantas
contidas nessa familia refletem a elevada diversidade quimica presente nesse grupo de

plantas.

O género Croton apresenta cerca de 1300 espécies, amplamente distribuidas em
regides tropicais e subtropicais do planeta sendo que vdérias delas sdo descritas por
apresentar um importante papel na medicina tradicional da Africa, Asia e América do Sul.
Entre os diversos usos medicinais estd o tratamento de cancer, constipacdo intestinal,
diarreia, diabetes, feridas externas, febre, hipercolesterolemia, hipertensdo, inflamacao,
vermes intestinais, maldria, dor, tlceras e obesidade. O gé€nero € rico em constituintes com

atividade bioldgica como diterpendides e alcaloides (Salatino et al., 2007).

Croton campestris A.St.-Hil., conhecida popularmente como velame-do-campo
(Fig. 2), € um arbusto nativo, ndo endémico presente nos dominios da Amazonia, caatinga,
cerrado e Mata Atlantica. Estd presente principalmente nas regides sudeste e nordeste
(Matias et al., 2010) mas sua distribuicdo geografica compreende as cinco regides
brasileiras: regido Norte (Tocantins), Nordeste (Piaui, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Bahia,
Alagoas), Centro-Oeste (Goids, Distrito Federal, Mato Grosso do Sul), Sudeste (Minas
Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro) e Sul (Parand e Rio Grande do Sul) (Cordeiro et al.,

2010).
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Figura 2. Croton campestris A.St.-Hil. da Colecdo de Plantas Medicinais e Aromadticas (CPMA)
do CPQBA-UNICAMP.

Na medicina popular as folhas e raizes da C. campestris, sob a forma de ch4, sdo
utilizadas como poderoso depurativo, no combate a escrofulose, doencgas venéreas,
impinges, tumores, moléstias de pele, reumatismo, tlcera do utero, diarreia, artritismo,
doengas inflamatérias e parasitdrias, com atividade inseticida, antimicrobiana, anti-
helmintica, antimalarica e leishmanicida (Prata et al., 1993; Babili et al., 1998; Babili et
al., 2006; Santos et al., 2005; Matias et al., 2010). No entanto, até o momento nenhum
estudo aplicado a atividade anticancer dessa espécie foi realizado. E, de acordo com
resultados promissores realizados previamente pelo grupo de pesquisa, essa espécie
brasileira mostrou-se como uma excelente candidata aos estudos de seu potencial

farmacoldgico anticancer.

Algumas dos componentes presentes em diferentes partes da C. campestris ja foram
descritos e algumas de suas atividades bioldgicas foram comprovadas. Prata et al. (1993)
isolaram trés principios do extrato etandlico obtido das folhas da planta, do quais a taspina

provocou contragdo do miusculo reto abdominal de sapo; a 1,2,10-trihidroxi-N-6xido-
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crotosinolina produziu relaxamento em preparacdo de traqueia isolada de cobaio; e o

tetracosanoato de butila que ndo apresentou atividade farmacoldgica.

Trés diterpenos (Fig. 3) foram isolados do extrato diclorometanico obtido das cascas
das raizes de C. campestris por Babili et al. (1998), a velamona (ent-15,16-epoxy-2-oxo-
3,13(16),14-clerodatrien), a velamolona (ent-15,16-epoxy-20-hydroxy-2-oxo 3,13(16),14-
clerodatrien) e o acetato de velamolona (ent-15,16-epoxy-20-acetoxy-2-0x0-3,13(16),14-
clerodatrien). Tanto o extrato diclorometanico quanto os trés componentes isolados
apresentaram atividade moluscida contra Bulinus truncatus o hospedeiro intermedidrio do

Shistosoma haemotobium (Babili et al., 2006).

Figura 3. Furano-diterpenos obtidos das cascas de C. campestris: velamona (R=Me), velamolona

(R=CH,OH) e acetato de velamolona (R=CH,0OAc).

Santos et al. (2005) isolou do extrato butandlico das partes aéreas da planta, quatro
flavonoides O-glicosilados: quercetina (3-O-B-D-Apiofuranosil-(1—2)-galactopiranosil
quercetina), hiperina (3-O-B-D-Galactopiranosil quercetina), guajaverina (3-O-a-L-
arabinopiranosil quercetina) e quercitrina (3-O-o-L-Ramnopiranosil quercetina). Mesmo
ndo sendo substancias inéditas, foi a primeira vez que a presenca dessas substincias foi

relatada em C. campestris.
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Objetivos

1. Objetivo Geral
Avaliar a atividade anticancer de extratos e fracdes obtidos das folhas da espécie

brasileira Croton campestris A.St.-Hil.

2. Objetivos especificos

1. Obter extratos brutos com atividade antiproliferativa em cultura de células
tumorais humanas;

2. Fracionar o extrato ativo por biomonitoramento a fim de isolar e identificar os
componentes com atividade anticancer;

3. Avaliar a atividade observada in vitfro, em animais via tumor sélido de Ehrlich
de pata;

4. Avaliar parametros celulares envolvidos na acao citotdxica dos extratos e fracdes

de Croton campestris via citometria de fluxo;
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Metodologia

1. Processamento Fitoquimico

1.1 Coleta
As folhas da espécie vegetal Croton campestris A.St.-Hil. foram coletadas na CPMA
do CPQBA/UNICAMP em abril de 2010, julho de 2010, setembro de 2010 e margo de

2011, com exsicata nimero CPQBA16, sob supervisao da Prof.* Dr.* Glyn Mara Figueira.

1.2 Preparo do material vegetal

O material vegetal coletado foi seco em estufa ventilada (Precision, Modelo 28) a
40°C por 60 horas, moido em moinho de facas com peneira de 40 mesh (MR-Manesco
Raniere LTDA, tipo MM R-320) e armazenado em freezer até que fosse processada para a

obtencdo dos extratos.

1.3 Obtengao dos extratos brutos

A obtengdo dos extratos e fracionamento foi realizada na Divisdo de Fitoquimica do
CPQBA, sob orientacdo da Dra. Mary Ann Foglio. Todos os processos de extracdo foram
monitorados por cromatografia de camada delgada (CCD) e através testes antiproliferativos

in vitro.

1.3.1  Extracdo a frio por maceragdo dindmica

Folhas secas (99,95g) e frescas (9,13g) moidas foram submetidas a processo de
maceracdo dinimica com 500 e 100 mL de diclorometano (Synth®), respectivamente,
durante 1,5 hora. Esse procedimento foi repetido por trés vezes, sendo que ao final de 4,5
horas os volumes resultantes foram reunidos e filtrados em sistema a vicuo em funil de
biichner. O solvente organico foi eliminado em evaporador rotativo (Biichi, modelo R 200;
Fig. 4) a 40°C, obtendo-se o extrato bruto diclorometanico das folhas frescas (CCEBDf) e

o extrato bruto diclorometanico das folhas secas (CCEBDs).
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Figura 4. Foto ilustrativa do Rotaevaporador marca Biichi, modelo R 200.

O residuo vegetal deste processo foi retomado em 500 mL de etanol a 95% (Synth®)
e extraido novamente por trés vezes. O solvente organico foi eliminado em evaporador
rotativo a 40°C e a seguir liofilizado (liofilizador modelo BT. 8xL Virtis Sentry "),
fornecendo os extratos brutos etandlico (CCEBEf e CCEBEs).

A extragdo com acetato de etila (Synth®) foi realizada usando a mesma metodologia
descrita sendo executada logo apds a primeira etapa da extragdo com diclorometano e, em
seguida, prosseguiu-se com a etapa extrativa com etanol a 95%. Dessa maneira, foram
obtidos o extrato bruto diclorometanico (CCEBD), o extrato bruto por acetato de etila
(CCEBA) e o extrato bruto etandlico (CCEBE), todos obtidos a partir das folhas secas e

moidas de C. campestris (Fig. 5).
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Folhas secas moidas

3 % 1,5h Diclorometano
Evaporagdo d vicuo a 40°C

l ¥
Extrato Bruto
Residuo vegetal Diclorometanico
(CCEBD)

3 x 1,5h Acetato de etila
Evaporagdo 3 vacuo a 40°C

L4
’If Extrato Bruto por
Residuo vegetal Acetato de Etila
(CCEBA)

3 x 1,5h Etanol 95%
Evaporagdo 3 vicuo a 40°C eliofilizacdo

l Vv
. Extrato Bruto
Residuo vegetal Etanélico (CCEBE)

Figura 5. Fluxograma do processamento de extracdo por maceragdo dinamica usando trés

solventes.

Por maceracdo dindmica, foram feitas 6 extracdes sequenciais das folhas secas e
moidas (98,63g) com acetato de etila por 1,5h cada (Fig. 6) obtendo-se o extrato bruto total
por acetato de etila (CCEBAtot), o qual foi escolhido para continuar o processamento

fitoquimico.

Folhas secas moidas

6 x 1,5h Acetato de etila
Evaporagdo & vicuo a 40°C

L i
‘L Extrato Bruto por
Residuo vegetal Acetato de Etila total
(CCEBAtot)

Figura 6. Fluxograma da extracio total por acetato de etila.
A extragdo total com etanol 95% foi realizada por maceracao dindmica. Foram feitas
6 extracdes sequenciais das folhas secas e moidas (10,96g) com 100mL por 1,5h cada,

obtendo-se o extrato bruto total etandlico (CCEBEtot)
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1.3.2  Extracdo a quente por sistema Sohxlet
Foi realizada extracdo por sistema Sohxlet (Fig. 7) na qual foi utilizado folhas secas e
moidas (24,73g) e foram realizadas 3 extracOes sequenciais de 48h cada, utilizando 100

mL dos solventes diclorometano, acetato de etila e etanol a 95%.

Figura 7. Foto ilustrativa do sistema para extracio por sistema Sohxlet.

Os extratos foram filtrados e evaporados sob vicuo a 40°C, sendo o CCEBEq
posteriormente liofilizado (Fig. 8). Foram obtidos o extrato bruto diclorometanico a quente
(CCEBDq), o extrato bruto por acetato de etila a quente (CCEBAQ) e o extrato bruto
etandlico a quente (CCEBEq). Os resultados dos ensaios de atividade antiproliferativa dos

extratos obtidos podem ser apreciados no anexo 1.
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Folhas secas moidas

48h Diclorometano no sohxlet
Evaporacdo & vacuo a 40°C

v
‘l‘ Extrato Bruto
Residuo vegetal Diclorometanico
(CCEBDq)

48h Acetato de etilano sohxlet
Evaporagdo & vacuo a 40°C

L4
’l' Extrato Bruto por
Acetato de Etila
(CCEBAQq)

48h Etanol95% no sohxlet
Evaporagdo & vacuo a 40°C eliofilizaco

Residuo vegetal

l ¥
Extrato Bruto
Etandlico

Residuo vegetal
(CCEBEQq)

Figura 8. Fluxograma da extra¢io a quente por sistema sohxlet.

Para a extracdo total por acetato de etila, folhas secas e moidas (200,25g) foram
submetidas as 72h de extra¢do, com 3 trocas de solvente e utilizando 750mL de solvente
em cada troca. Foram feitos dois processos de extragdo, sendo que no segundo foram
utilizados 276,99¢g de folhas secas e moidas, seguindo os mesmos procedimentos descritos.
Os extratos foram filtrados e evaporados sob vicuo a 40°C obtendo-se os extratos brutos
total por acetato de etila a quente (CCEBAtotq) os quais foram submetidos a

fracionamento.

1.4 Fracionamento dos CCEBAtot por coluna cromatogrdfica filtrante

A coluna cromatogréfica filtrante foi montada utilizando funil de placa porosa
como suporte da fase estaciondria de silica gel 60 (Merck®) que foi previamente
empacotada a seco. O extrato CCEBAtot (1,044g) foi incorporado em silica gel e a amostra
resultante foi aplicada a parte superior da coluna empacotada. Em seguida a coluna foi

eluida com uma mistura de solventes de polaridade crescente de acordo com a tabela 2.
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Tabela 2. Porcentagens dos solventes utilizados em cada eluente usado para o primeiro

fracionamento do CCEBAtot por coluna filtrante.

Eluente Hexano Diclorometano Metanol | Eluente  Hexano Diclorometano Metanol
1 100 0 0 16 0 84 16
> 50 50 0 17 0 82 18
3 25 75 0 18 0 80 20
4 20 80 0 19 0 78 22
5 15 85 0 20 0 76 24
6 10 90 0 21 0 74 26
7 5 95 0 22 0 72 28
3 0 100 0 23 0 70 30
9 0 98 2 24 0 68 32
10 0 96 4 25 0 66 34
1 0 94 6 26 0 64 36
12 0 92 8 27 0 62 38
13 0 90 10 28 0 60 40
14 0 88 12 29 0 58 42
15 0 86 14 Lavagem 0 0 100

As fragdes foram monitoradas por CCD, unidas de acordo com o perfil apresentado

e evaporadas sob viacuo a 40°C, obtendo-se as fragdes por coluna filtrante (CFa).

1.5 Fracionamento da fracdo ativa CFa22-27 obtida do CCEBAtot

A coluna cromatografica filtrante foi montada utilizando funil contendo algoddo na
base, como suporte da fase estaciondria de silica gel 60 (Merck®) empacotada a vdcuo. A
fracdo CFa22-27 (0,4026g) foi incorporada em 0,5g de silica gel 60 e a amostra resultante
foi aplicada a parte superior da coluna empacotada. Em seguida a coluna foi eluida com
uma mistura de solventes de polaridade crescente de acordo com a tabela 3. A medida que

a coluna foi eluida, as fragdes foram sendo recolhidas a cada 10mL, aproximadamente.
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Tabela 3. Porcentagens dos solventes utilizados em cada eluente usado para o fracionamento da

fragao CFa22-27 obtida por coluna filtrante a partir do CCEBAtot.

Eluente  Hexano  Diclorometano  Metanol Eluente Hexano  Diclorometano  Metanol
1 100 0 0 15 0 98,6 1,4
> 50 50 0 16 0 98,4 1,6
3 25 75 0 17 0 98,2 1,8
4 20 80 0 18 0 98,0 2,0
5 15 85 0 19 0 97.8 2,2
6 10 90 0 20 0 97,6 2.4
7 5 95 0 21 0 97,4 2,6
3 0 100 0 22 0 97,2 2,8
9 0 99,8 0,2 23 0 97,0 3,0
10 0 99,6 0,4 24 0 96,8 3,2
1 0 99,4 0,6 25 0 96,6 3.4
12 0 99,2 0,8 26 0 96,4 3,6
13 0 99,0 1,0 27 0 96,2 3,8
14 0 98,8 1,2 Lavagem 0 0 100

As fragdes foram monitoradas por CCD, unidas de acordo com o perfil apresentado

e evaporadas sob viacuo a 40°C, obtendo-se as fragdes por coluna filtrante (CFb).

1.6 Fracionamento do CCEBAtotq por coluna cromatogrdfica filtrante

A coluna cromatogréfica filtrante foi montada utilizando funil de placa porosa

como suporte da fase estaciondria de silica gel 60 (Merck®) foi previamente empacotada. O

processo de fracionamento foi realizado em duas por¢oes de CCEBAtotq (16,34g € 19,81g)

que foi inicialmente incorporado em silica gel e a amostra resultante foi aplicada a parte

superior da coluna empacotada. A coluna foi eluida com uma mistura de solventes de

polaridade crescente de acordo com a tabela abaixo.
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Tabela 4. Porcentagens dos solventes utilizados em cada eluente usado para o fracionamento do

CCEBAtotq.

Eluente  Hexano  Diclorometano  Metanol | Eluente Hexano  Diclorometano  Metanol
| 100 0 0 20 0 98,2 1,8
) 90 10 0 21 0 98,0 2,0
3 80 20 0 22 0 97,8 2,2
4 70 30 0 23 0 97,6 2,4
5 60 40 0 24 0 974 2,6
6 50 50 0 25 0 97,2 2,8
7 40 95 0 26 0 97,0 3,0
3 30 70 0 27 0 96,8 32
9 20 80 0 28 0 96,6 34
10 10 90 0 29 0 96,4 3,6
1 0 100 0 30 0 96,2 3.8
12 0 99,8 0,2 31 0 96,0 4,0
13 0 99,6 0,4 32 0 95,8 4,2
14 0 99,4 0,6 33 0 95,6 4,4
15 0 99,2 0,8 34 0 95,4 4,6
16 0 99,0 1,0 35 0 95,2 4,8
17 0 98,8 1,2 36 0 95,0 5,0
13 0 98,6 1,4 Lavagem 0 0 100
19 0 98,4 1,6

As fracdes foram monitoradas e reunidas de acordo com o perfil cromatografico

apresentado obtendo-se as fragdes por coluna filtrante (CFqal e CFqall).

1.7 Fracionamento das fragoes ativas CFqal26-51 e CFqall40-56 obtidas do
CCEBAtotq

A fim de otimizar o processo de fracionamento e obter maior massa de fra¢cdes mais
puras, as fracOes resultantes do primeiro fracionamento foram reunidas de acordo com o
perfil cromatografico e massas obtidas para a execucdo desse segundo fracionamento.
Dessa forma, coluna cromatografica filtrante foi montada utilizando funil de placa porosa
contendo a fase estaciondria de silica gel 60 (Merck®) empacotada a védcuo. As fracdes

CFqal26-51 e CFqa40-56 foram reunidas (1,7004g) e incorporadas em silica gel 60 e a
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amostra resultante foi aplicada a parte superior da coluna empacotada. Em seguida a coluna
foi eluida com uma mistura de solventes de polaridade crescente, mistura essa que
priorizou a separacdo dos compostos mais polares, visto a atividade antiproliferativa

observado o sucesso para fracdes do mesmo tipo previamente testadas (Tab. 5).

Tabela 5. Porcentagens dos solventes utilizados em cada eluente usado para o fracionamento das

fragdes unidas CFqal 26-51 e CFqall 40-56 a partir do CCEBAtotq.

Eluente  Hexano  Diclorometano Metanol | Eluente Hexano  Diclorometano Metanol

1 50 50 0 9 0 94 6

) 25 75 0 10 0 93 7

3 0 100 0 11 0 92 8

4 0 99 1 12 0 91 9

5 0 98 2 13 0 90 10

6 0 97 3 14 0 50 50

7 0 96 4 Lavagem 0 0 100

3 0 95 5

As fracdes resultantes foram monitoradas por CCD, evaporadas sob viacuo a 40°C

obtendo-se as fragdes por coluna filtrante (CFgb).

1.8 Triagem de fracoes por cromatografia de camada delgada

A fim de avaliar a presenca de alguns grupos quimicos nos extratos e fracdes com
maior atividade antiproliferativa, as amostras foram aplicadas em diferentes cromatoplacas
de Silicagel 60 F2s4 (Merck®) na concentragdo 30mg/mL e eluidas com diclorometano/
metanol da propor¢do 1/10, dada a polaridade das fracdes ativas. Em seguida, cada placa
foi revelada com os seguintes reveladores:

* Solucdo de anisaldeido (CgHgO,) que revela compostos organicos em
manchas escurecidas.

* Reagente de Dragendorff (K(Bily)) para alcaloides revelados em amarelo;

* Cloreto férrico (FeCls) para taninos, onde os grupos fendlicos sdo revelados
em azul escuro;

* Sulfato cérico (Ce(SO,),.5H,0) para terpendides e flavonoides, revelados em roxo
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e amarelo respectivamente;

*  Solugdo alcodlica de hidréxido de potdssio (KOH) para cumarinas, reveladas em
uv;

* Reagente de Liebermann-Burchard (anidrido acético (CH;CO),0 em 4cido

sulfirico (H,SO,)) para triterpendides e esteroides, revelados em azul violdceo;

1.9 Anadlise de fracoes por cromatografia gasosa acoplada a detector de massas
(CG/EM)

As fracdes obtidas por cromatografia de camada delgada que se apresentaram com
perfil diferenciado ou com bandas isoladas, foram submetidas a anélise de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometro de massas.

As fracOes foram diluidas em acetato de etila ou metanol e analisadas por
cromatografia gasosa capilar acoplada a um detector de massas (CG Hewlett Packard 6890,
série II, diretamente acoplado a um detector seletivo de massa Hewlett Packard 5970,
equipado com uma coluna de silica fundida WCOT, 30m x 0,25mm, DB-1 ou DB-5, ou
similares). As condi¢des de andlise foram: temperatura de injecdo: 250°C; temperatura do
detector: 300°C; programa de temperatura: 40(2min)-240°C, 5°C/min, 240-300°C,
10°C/min; com ou sem razao de split 1:100 (dependendo da concentracdo da amostra); gés
de arraste He 0,7 bar, ImL/min.

Os fragmentogramas foram analisados no programa Enhanced Data Analysis

através de andlise comparativa com a biblioteca NIST.

1.10 Anadlise de extratos brutos e fracoes por espectrometria de massas (ESI e
MS/MS)

As andlises foram realizadas no Laboratério Thomson do IQ-UNICAMP com
auxilio da pesquisadora Elaine Cabral, sob supervisiao do Prof. Dr. Marcos Eberlin.

Os extratos e fracdes de Croton campestris foram diluidos em MeOH/H,0 +7% de
acido férmico sob agitagdo em Vortex por 1 min. As amostras foram injetadas por insercao
direta no espectrometro de massas. O tempo total para aquisicdo de cada espectro foi fixado

em | minuto. Os espectros ESI-MS bem como os de ESI-MS/MS foram extraidos no modo
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negativo e/ou positivo através do equipamento QTof Micromass (Manchester - Reino
Unido) de configuracdo de ESI-QTof. As condi¢des de operacdo do equipamento para das
andlises foram: 2.5 kV voltagem do capilar, 100 °C temperatura da fonte, temperatura de
dessolvatacdao de 100 °C, e voltagem do cone de 20V. As amostras foram injetadas via
Nanomate (Adivion) com um fluxo continuo de 200 nL min™'. Os espectros de full scan

foram adquiridos na faixa de m/z 50 a 1000.

2. Ensaios in vitro

2.1 Células

As linhagens tumorais humanas do CPQBA indicadas na tabela 6 foram cedidas
pelo National Cancer Institute (Bethesda, MD, EUA). Os procedimentos de
experimentagdo foram realizados em condi¢des estéreis (Fluxo Laminar Veco®, classe

1IB2).

2.2 Cultivo celular

As células (Tab. 6) mantidas em frascos de cultivo de 25c¢m® com 5mL de meio
RPMI contendo 5% de SFB e foram repicadas uma vez por semana, quando a
monocamada de células atingia aproximadamente 80% de confluéncia, ou seja, quando
cobriam 80% da superficie disponivel para crescimento na superficie do frasco.

Para a K562, que cresce em suspensdo, o repique foi realizado com a transferéncia
de volume previamente determinado do frasco de manutencdo antigo para o novo frasco
que posteriormente teve o seu volume completado para 5 ou 10mL para garrafas de 25cm?
ou 750m2, respectivamente.

No caso das linhagens que crescem aderidas, foi necessdria a tripsinizagao, ou seja,

o desprendimento das células do frasco de acdo enzimadtica. Apds a aspiracdo do meio de

®
cultura, foram adicionados 500uL de tampao de Hank’s (Sigma ) banhando toda a

monocamada celular por 10 vezes consecutivas. Apds a aspiracdo do tampao, foram

®
adicionados 500uL de tripsina-EDTA 2,5g/L. (Vitrocell ) a 37°C e o frasco foi incubado
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por tempo determinado de acordo com a caracteristica de cada tipo celular, ja que algumas

linhagens se desprendem mais facilmente que outras. Apds a completa soltura das células,

a acdo da tripsina foi bloqueada pelo banho com RPMI contendo 5% de SFB. Finalmente,

prosseguiu-se com as mesmas etapas realizadas para a linhagem leucémica.

O volume de células a ser cultivado, ou seja, a dilui¢do utilizada foi dependente das

caracteristicas de cada linhagem celular (Tab. 6) e dos objetivos dos experimentos

realizados. Os frascos foram mantidos a 37°C em atmosfera de 5% de CO, em ambiente

amido.

Tabela 6. Linhagens celulares tumorais humanas e normais (Vero e HaCat) utilizadas nos ensaios

de atividade antiproliferativa in vitro e suas densidades de inoculacdo (DI).

Linhagem Celular Nome DI (x1 04 células/mL)
Glia U251 4,0
Melanoma UACC-62 4,0
Mama MCE-7 6,0
Ovério com Fenétipo Resisténcia Multidroga NCI-ADR/ RES 5,0
Renal 786-0O 5,0
Pulmio NCI-H460 4,0
Préstata PC-3 4,5
Ovirio OVCAR-3 7,0
Célon HT-29 5,0
Leucemia K-562 6,0
Rim de macaco Vero 4,0
Queratindcito humano HaCat 4,0

2.2.1 Descongelamento das células

A fim de expandir as células em passagens e quantidade adequada para os

experimentos, as células tiveram seus criotubos descongelados a temperatura ambiente, seu

contetido transferido para um tubo de centrifuga de 15mL e, para lavagem do glicerol
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utilizado no congelamento, teve o seu volume completado para 10mL com meio de cultura
RPMI-1640 (Gibc0®) contendo 5% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®). O tubo foi
centrifugado a 2000rpm por 4 minutos a 4°C, o sobrenadante foi aspirado e descartado e o
precipitado de células foi ressuspendido cuidadosamente em SmL do meio de cultura
descrito. As células em meio de cultura foram transferidas para frascos de manuten¢do de

25¢m? (T»5) e incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, em ambiente imido.

2.2.2 Congelamento das células

As células foram cultivadas em frascos de 75 cm?, para obtencdo de uma
quantidade elevada para que o volume final da solucao celular a ser congelado fosse de 1x
10°el/ml. Para células aderidas, apés tripsinizacio com tripsina/EDTA (Sigma®), as
células foram ressuspendidas em 10mL de meio suplementado com 30% de SFB,
procedido pela contagem do nimero de células em camara de Neubauer. A solugdo celular
foi centrifugada a 2000rpm, por 4 minutos a 4°C, o sobrenadante foi aspirado e, a seguir,
foi adicionado meio RPMI com 30% de SFB e 20% de glicerol em volume calculado para
obtencdo de uma concentracio final de 1x 10°cel/mL. Cada criotubo contendo 1mL da
solucdo celular foi colocado na fase gasosa do nitrogénio liquido por 24 horas, para depois

serem imersos na fase liquida.

2.3 Atividade antiproliferativa de extratos e fracoes de Croton campestris

Para a triagem de atividade antiproliferativa in vitro foram selecionadas 10
linhagens celulares, oriundas de tumores humanos, assim designadas: linhagens K562
(leucemia), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario com fendtipo de resisténcia a
multiplas drogas), UACC-62 (melanoma), NCI-H460 (pulmio), PC-3 (prdstata), HT29
(c6lon), OVCAR-3 (ovario), 786-0 (rim) e U251 (glioma); e 1 linhagem celular normal:

VERO (rim de macaco) posteriormente substituida pela HaCat (queratindcito humano).
2.3.1 Preparo das placas e inoculacdo das células

No inicio do teste 100uL. de suspensao celular foram plaqueados em placas de 96

compartimentos, de acordo com as respectivas densidades de inoculagcdo descritas na tabela
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7, utilizando meio RPMI com 5% de SFB e penicilina-estreptomicina (2mg/L). Cada placa
continha apenas uma linhagem celular, sendo possivel a avaliacio de cinco amostras
distintas em triplicata em cada placa além de uma placa controle celular (Ty) (Fig. 9)
contendo as linhagens celulares utilizadas no experimento. Anteriormente a adicdo das
amostras, as placas foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO; e

ambiente umido.
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Figura 9. Placa controle (Tj) contendo as linhagens celulares testadas e o controle contendo apenas

meio de cultura (branco).

2.3.2 Preparo e aplicagcdo das amostras

Todos os extratos e algumas das fragdes obtidas foram submetidos ao teste
antiproliferativo a fim de que fossem selecionados para a continuidade do fracionamento e
testes in vivo apenas extratos e fragdes que se mostrassem ativas.

As amostras foram diluidas em solugdes estoque em dimetilsulféxido (DMSO)
(Merck®) na concentracdo de 0,1g/mL. Para adicdo 2 cultura de células o DMSO foi
diluido em pelo menos 400 vezes em RPMI com 5% de SFB e penicilina-estreptomicina

(2mg/L) para ndo produzir toxicidade. Apds a dilui¢do, 100pL de meio contendo extrato ou
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fracdo a ser testada foram adicionados a placa de 96 compartimentos, exceto na Ty (placa
controle), nas concentracoes de 0,25; 2,5; 25 e 250ug/mL em triplicata (Fig. 10). As placas

foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e ambiente timido.
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Figura 10. Placa de 96 pogos usada nos testes antiproliferativos mostrando a disposicdo e

concentracdes das amostras, o branco das amostras, das células e do meio de cultura.

Ao término das aplicacdes das amostras e inicio do tratamento de 48h, a placa Ty
foi fixada com a adicdo de 50uL de 4cido tricloroacético (TCA) 50% (Sigma®)
determinando assim a real quantidade de células presentes no momento em que as amostras
foram aplicadas.

Ao final do tratamento de 48h, as células foram fixadas pela adicdo de SOuL de
TCA a 50%, e incubacdo por 1 hora a 4°C. Em seguida as placas foram submetidas a
quatro lavagens consecutivas com dgua corrente para a remoc¢do dos residuos de TCA,
meio, SFB e metabdlitos secunddrios, foram mantidas a temperatura ambiente até a

secagem completa.
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Apoés a completa secagem das placas, foram adicionados a cada compartimento

50uL do corante proteico sulforrodamina B (SRB) (Sigma®) a 0,4 % (peso/volume),
dissolvido em &cido acético a 1 %, e incubadas a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Ap6s esse periodo, as placas foram lavadas por 4 vezes consecutivas com uma solugdo de
acido acético 1% para a completa remogao dos residuos de SRB. Apds a completa secagem

das placas a temperatura ambiente, o corante ligado as proteinas foi solubilizado pela

®
adicao de 150 pL de Trizma Base na concentragao 10uM e pH 10,5 (Sigma ). Em seguida,

foi feita a leitura espectrofotométrica da absorbancia em leitor de microplacas a 540nm

®
(Molecular Devises , modelo VersaMax). A sulforrodamina B liga-se aos aminoacidos

basicos das proteinas das células vidveis no momento da fixacdo e entdo, quanto maior a
quantidade de SRB ligada ao compartimento, menor a atividade citotdxica da amostra em

teste (Skehan et al., 1990; Rubistein ef al., 1990; Monks et al., 1991).

2.3.3 Andlise dos dados

As médias das absorbancias foram calculadas descontando o valor de seus
respectivos brancos e através das formulas a seguir, foi determinada a inibi¢do de
crescimento (IC) de cada amostra testada.

Se T > C a droga estimulou o crescimento, nao apresentou IC.

Se T >Ty e < C, a droga foi citostdtica e a férmula utilizada foi 100 X [(T- Top)/ (C- Ty)].

Se T< Tpa droga foi citocida e a férmula utilizada foi 100 X [(T- To)/( To)].

Sendo T a média da absorbancia da célula tratada, C o controle de célula e Ty o
controle das células no dia da adi¢ao das drogas, o resultado obtido foi subtraido de 100%,
obtendo-se entdo a porcentagem de crescimento. Os dados de absorbancia foram analisados
e compilados na elaboragdo de gréificos relacionando a porcentagem de inibi¢do ou morte
celular com a concentracdo de extrato ou fracdo. As amostras foram consideradas ativas
quando apresentaram inibi¢do de crescimento maior que 50% e ainda de forma
concentracdo dependente, preferencialmente apresentando seletividade para os tipos

celulares.
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Através do software Origin®, foi feita regressdo sigmoide das curvas obtidas com as
médias da porcentagem de crescimento, e foram calculados os valores TGI (total growth
inhibition) que sdo os valores da concentragdo necessdria para inibir totalmente o
crescimento celular. Esses foram utilizados para comparar a poténcia das amostras e
evidenciar a seletividade. Por conta das caracteristicas citostaticas dos extratos e fracdes
testadas, foram calculados os valores de Glsy (50% of growth inhibition) que sdo os valores
da concentracdo necessdria para inibir a proliferacdo celular em 50%. O Glsg representa de

uma forma melhor os resultados antiproliferativos de amostras com essas caracteristicas.

2.4 Citometria de Fluxo
O citdmetro de fluxo Guava EasyCite'"MiniSystem Millipore® (FAPESP
09/51602-5) viabilizou o inicio das andlises de parametros celulares envolvidos na atuagao

dos extratos e fragdes de C. campestris estudados. As concentragdes usadas no controle

®
com doxorrubicina (Doxorubicin hidrochloride) (Eurofarma ) foram 2,5 e Sug/mL para o

primeiro grupo de experimentos. Para o segundo grupo de experimentos foram usados o
tratamento controle com doxorrubicina 0,5ug/mL e 5-Fluorouracil 1 e 2ug/mL para a
linhagem H460, e doxorrubicina 10ug/mL e 5-Fluorouracil 150 e 300ug/m para K562.
Como o veiculo usado para as amostras foi o DMSO, os controles negativos receberam
esse diluente no volume méximo correspondente ao usado para as células tratadas, ou seja,

cerca de 0,1% de DMSO.

2.4.1 Viabilidade celular

Esse ensaio € capaz de distinguir células vidveis de células ndo vidveis baseado na
perda de seletividade de membrana das células lesionadas. Isso permite a entrada de uma
combinacio de corantes presentes no reagente Guava®ViaCount capaz de se ligar ao DNA,
marcando as células invidveis.

As células K562 foram inoculadas em placas de 6 compartimentos numa densidade
de 6x10*cel/mL em meio RPMI com 5% de SFB mantidas em estufa a 37°C em atmosfera

de 5% de CO, e ambiente iumido. Apds 24h de estabilizacdo, as células foram tratadas com
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5 e 10pg/mL de CCEBAtot, CFa22-27, CFb25-33 e CFb96-98 em duplicata, por 24h. Em
seguida, 1x10* células por amostra em 20uL foram diluidas em 380uL de reagente e
analisadas por citometria de fluxo (2000 eventos).

Na sequéncia do trabalho, a fracio CFgb14, mais purificada e muito ativa nos testes
antiproliferativos, foi testada em triplicata (0,25; 2,5 e 25ug/mL) por 24 e 48h nas
linhagens K562 com a densidade de inoculacdo de 6x10* e 5x10%cel/mL. A mesma fracdo
também foi aplicada na linhagem para a qual demonstrou maior seletividade, a NCI-H460,
a qual foi inoculada numa densidade de 5 e 4x10*cel/mL para os tratamentos de 24 e 48h
respectivamente. Apds o tratamento, as células foram recolhidas, incubadas por 5 minutos

[N . A
com o reagente Guava ViaCount e lidas em citometro de fluxo.

2.4.2 Avaliagdo de morte celular

Este teste utiliza marcacdo dupla por anexina V e 7-amino-actinomicina D (7-
AAD). A anexina V € uma proteina ligante de fosfolipidio com elevada afinidade por
fosfatidilserina que se localiza na face interna da membrana plasmatica de células vidveis.
Na fase inicial da apoptose, as moléculas de fosfatidilserina sdo translocadas para a face
externa e ficam disponiveis para a ligagdo com anexina V, marcando, portanto as células
em apoptose. O 7-AAD liga-se ao DNA da célula e atua como um indicador de integridade
estrutural de membrana ja que ndo € capaz de marcar células vidveis e em apoptose inicial.

Células NCI-H460 foram plaqueadas em placas de 6 compartimentos numa
densidade de inoculagdo de 5x10*cel/mL para o tratamento de 24h e 4 x10*cel/mL para o
tratamento de 48h em meio RPMI com 5% de SFB e penicilina-estreptomicina (2mg/L)
mantidas em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e ambiente imido. Apds 24h de
estabilizacdo, as células foram tratadas com a frac¢do ativa CFgqb14 em triplicata (0,25; 2,5
e 25ug/mL) por 24h e 48h. O mesmo teste foi realizado para a linhagem K562 que foi
plaqueada na densidade 5 x10%cel/mL com tratamento de 48h. A fim de verificar em qual
momento os eventos de morte celular se iniciam, esse teste também foi realizado para um
tempo de tratamento de 3 horas com 25ug/mL.

Ap6s o tratamento, as células foram tripsinizadas e, a uma solugdo celular de 1x10°

células em 100uL foram adicionados 100 puL do reagente Guava®Nexin. As amostras
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foram incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente e protegidas da luz, e foram

analisadas por citometria de fluxo (2000 eventos).

2.4.3 Avaliagao do ciclo celular

Esse ensaio de ciclo celular baseia-se na diferenciacdo de células nos diversos
estdgios do ciclo celular pela marcacio do DNA com iodeto de propidio (PI), um
intercalante de DNA. As células na fase Go/G; contém duas cépias dos cromossomos, ou
seja, apresentam ploidia tipica (2n=2c) de células que ainda ndo entraram em mitose. J4 as
células que entraram em processo de divisdo celular e iniciaram a sintese de material
genético na fase S, apresentam uma maior quantidade de DNA (>2c) e, consequentemente
uma maior intensidade de marcag¢do. As células que ja tiveram seu material genético
duplicado (4c) e estdo prestes a sofrer citocinese (fase G,/M), apresentam o dobro de
fluorescéncia comparado a populacdo Gy/G;.

Células K562 foram plaqueadas em placas de 6 compartimentos numa densidade de
inoculacdo de 6x10%cel/mL em meio RPMI sem SFB para o carenciamento, ou seja, a
sincronizagdo das células para o inicio do ciclo celular. As células foram mantidas em
estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e ambiente imido e apds 24h de sincronizagao,
receberam suplemento de SFB novamente e foram tratadas com 5 e 10ug/mL de
CCEBAtot, CFa22-27, CFb25-33 e CFb96-98 em duplicata. Foi usado como controle
positivo 5 e 10ug/mL de doxorrubicina, que causa parada do ciclo em G,/M.

Ap6s de 24h de tratamento, 2x10° células foram centrifugadas a 2500rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi removido, o pellet foi ressuspendido em 500uL de PBS e
centrifugado nas mesmas condi¢des. O sobrenadante foi aspirado de forma a deixar 100uL
de PBS o qual foi utilizado para ressuspender o precipitado de células. Aos poucos essa
solucdo celular foi adicionada a outro microtubo contendo 500ul. de etanol 70% gelado. O
microtubo foi homogeneizado e mantido a 4°C por no minimo 12h antes do procedimento
de marcagdo. As amostras ja fixadas podem ser mantidas por semanas a 4°C ou a -20°C de
2 a 3 meses. Procedeu-se entdo com a centrifugacdo das amostras a 2500rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 500 uL de PBS,

a fim de retirar todo o etanol. As amostras foram centrifugadas novamente e o precipitado
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celular foi ressuspendido em 200uL do reagente Guava®Cell cycle, as amostras foram
incubadas por 30 minutos, protegidas da luz e a seguir analisadas por citometria de fluxo
(5000 eventos).

Além disso, nesse teste, a fragdo CFgbl14 foi testada em triplicata (0,25; 2,5 e
25ug/mL) nas linhagens K562 por 24 e 48h, e também na linhagem para a qual
demonstrou maior seletividade ao longo de todo o estudo, a NCI-H460 por 24h na
densidade 5x10%cel/mL e 4x104cel/mL, respectivamente. As células K562 foram tradadas
por 24h e 48h e as células NCI-H460 foram tratadas por 24h e, em seguida, os

procedimentos do kit descritos acima foram executados.
3. Ensaios in vivo

3.1 Animais

A atividade antiproliferativa sobre células cancerosas obtidas in vitro pode nao
ocorrer in vivo. Dessa forma, o ensaio in vivo permite a obten¢cdo de informacdes sobre a
farmacocinética e farmacodinamica da amostra em estudo. Por isso, um estudo combinado
desses dois modelos € indicado para uma conclusdao soélida a respeito do potencial

anticancer de uma nova substancia (Smith et al., 2005).

Nos diferentes experimentos realizados foram utilizados camundongos fémeas e
machos da linhagem Swiss para os testes de toxicidade e Balb C para a avaliacdo de
atividade anticancer, animais estes, obtidos do CEMIB (Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Biologica-UNICAMP), cujos grupos experimentais foram mantidos em
gaiolas individuais no biotério do CPQBA e com racdo e dgua fornecidos ad libitum,
quando o jejum ndo foi necessdrio. Os protocolos de ndmero 2280-1 e 2281-1 foram
previamente aprovados pela Comissio de Etica e Uso Animal (CEUA) do Instituto de

Biologia da UNICAMP (IB-UNICAMP) (Anexo 1).

3.2 Teste Hipocrdtico

Camundongos Swiss machos em grupos de até 5 animais foram tratados pela via

37



Metodofogia

intraperitoneal com 30, 60, 125, 250 e 500mg/kg de CCEBD, 125, 250 e 500mg/kg de
CCEBE, 15, 30, 50, 75, 150 e 300mg/kg de CCEBAtot, 30, 40, 50 ,100 mg/kg de
CCEBAtotq e 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100mg/kg de CFgb14 e apds a administragao
foram observados por 4h e mantidos em observacao por um periodo minimo de 14 dias. O
nimero de animais mortos para cada uma das doses foi anotado, foi feita necropsia dos
mesmos e entdo foi possivel estabelecer as doses que foram utilizadas para avaliacdo da

atividade nos modelos de cancer murino.

3.3 Atividade anticancer em modelo de tumor de pata

A fim de avaliar o potencial anticincer in vivo dos extratos de Croton campestris
foi aplicado o modelo de tumor de pata murino (Vendramini-Costa et al., 2010; Longato et
al.,2011).

As células de tumor ascitico de Ehrlich foram descongeladas, ressuspendidas em
tampao fosfato salina (PBS) e centrifugadas por 5 minutos a 2500rpm a 4°C. O

sobrenadante foi descartado e o precipitado celular novamente ressuspendido em PBS, em

volume suficiente para que cada animal recebesse 1,0 x 104 células numa propor¢dao em
0,5mL (via intraperitoneal). Dois animais swiss machos receberam essas células e foram
considerados doadores, e apds sete dias foram eutanasiados por deslocamento cervical, seu
liquido ascitico foi coletado e diluido em PBS para contagem. A solucdo de células foi
diluida em PBS de forma que cada animal recebesse 60uL contendo 2,5x10°. Ao final do
ensaio foram avaliados os parametros:

a) Variacdo do volume da pata traseira direita, tendo como controle o volume basal
antes da indugdo do tumor;

b) Peso relativo do tumor, descontando-se o peso da pata sadia e dividindo-se pelo
peso corporal;

¢) Variacao do peso corporal dos animais;

d) Avaliagcdo do peso de 6rgaos como: rins, pulmao, bago, coragao e figado;

®
e) Hemograma do sangue total dos animais (Sysmex , modelo pocH-100iV),

avaliando: leucdcitos totais (WBC), eritrocitos (RBC), hemoglobina (Hbg), hematdcrito
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(Hct), volume corpuscular médio (MCV), hemoglobina corpuscular média (MCH),

concentracdo da hemoglobina corpuscular (MCHC), e plaquetas (Pt).

3.3.1 Atividade anticancer do CCEBAtot em modelo de tumor de pata

Camundongos Balb C fémeas foram pesados e o volume basal de suas patas

traseiras direitas foi medido em aparelho de hidropletismdometro (Panlab®, modelo
LE7500). No dia 0 (Dy), as células de Ehrlich foram inoculadas no coxim plantar da pata
traseira direita dos camundongos, na densidade de 2,5x106/60pL/animal. No dia 3 (D3) os
animais foram divididos nos seguintes grupos com 8 animais: solucdo salina 0,9%
(veiculo) como controle negativo, doxorrubicina (3mg/kg) e tamoxifeno (20mg/kg) como
controles positivos e CCEBAtot de C. campestris nas doses de 5, 10 e 20 mg/kg. Portanto,
o tratamento via intraperitonial foi iniciado no terceiro dia apds a inoculagao do tumor e se
manteve a cada trés dias, bem como a avalia¢do da variacdo do volume das patas traseiras
direitas e o peso corporal dos animais.

No 14° dia de teste, mesmo antes do previsto por conta da agressividade do tumor,
até 8 animais de cada grupo foram eutanasiados por deslocamento cervical e suas patas
traseiras foram retiradas, pesadas e armazenadas adequadamente para posteriores anélises
histolégicas. Também foram pesados 6rgaos como rins, pulmao, baco, coracdo e figado, e
os dados obtidos foram analisados. Nesse experimento os pardmetros hematolégicos nao

foram avaliados.

3.3.2 Atividade anticancer do CCEBEtot em modelo de tumor de pata

Camundongos Balb C machos foram pesados e o volume basal de suas patas
traseiras direitas foi medido em aparelho de hidropletismometro. Como na metodologia ja
descrita, no dia 0 (Dy), as células de Ehrlich foram inoculadas no coxim plantar da pata
traseira direita dos camundongos, na densidade de 2,5x106/60pL/animal. No dia 3 (D3) os
animais foram divididos nos seguintes grupos com 8 animais em cada: solu¢do salina 0,9%
(veiculo) como controle negativo, doxorrubicina (3 mg/kg) como controle positivo,
CCEBEtot de C. campestris nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg, e, a fim de confirmar a

atividade também em machos e obter parametros hematoldgicos, a dose de 10 mg/Kg de
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CCEBAtot também foi avaliada. Como ja descrito, o tratamento via intraperitonial foi
iniciado no terceiro dia apds a inoculagdo do tumor e continuou a cada trés dias, bem como
a avaliacdo da variacdo do volume das patas traseiras direitas e o peso corporal dos
animais.

Esse ensaio foi encerrado no 17° dia de teste, sendo que até 8 animais por grupo
foram sacrificados por deslocamento cervical e suas patas traseiras foram retiradas e
pesadas a fim de verificar o valor da massa tumoral. Também foram pesados 6érgaos como
rins, pulmdo, baco, coragdo e figado. Parametros hematoldgicos também puderam ser

mensurados e todo o conjunto de resultados foi analisado estatisticamente.

3.3.3 Atividade anticancer da fracdo CFqgbl4 obtida do CCEBAtotq em modelo
de tumor de pata

Camundongos Balb C fémeas foram pesadas e o volume basal de suas patas
traseiras direitas foi medido em hidropletismometro. Como na metodologia ja descrita, no
dia 0 (Dy), as células de Ehrlich foram inoculadas no coxim plantar da pata traseira direita
dos camundongos, na densidade de 2,5x106/60pL/animal. No dia 3 (D3) os animais foram
divididos nos seguintes grupos com & animais em cada: solu¢do salina 0,9% (veiculo)
como controle negativo, doxorrubicina (3 mg/kg) como controle positivo, CFgb14 nas
doses de 1, 2 e 4mg/kg. Apds os terceiro dia de inoculacdo do tumor o tratamento foi
iniciado e continuou a cada trés dias, assim como a medi¢do do volume das patas traseiras
direitas e do peso corporal dos animais.

No 16° dia de teste, até 8 animais por grupos foram eutanasiados deslocamento
cervical e suas patas traseiras foram retiradas e pesadas a fim de verificar o valor da massa
tumoral. Outros pardmetros como peso de 6rgaos e hemograma ja descritos também foram

avaliados e os dados foram submetidos as analises estatisticas.

3.4 Anadlise dos resultados
A variacao de peso do tumor, animais, 6rgaos e de parametros hematoldgicos foram
estatisticamente analisadas através do Teste de Duncan (p<0,05) com o programa

estatistico Statistica7®.
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Resultados e Discussdo

1. Processamento fitoquimico e atividade antiproliferativa dos extratos brutos

Através da anélise dos resultados obtidos por um projeto inicial desenvolvido pelo
grupo de pesquisa que avaliou a atividade antiparasitaria de espécies vegetais (FAPESP
2004/07943-9) algumas espécies mostraram-se candidatas para identificacdo de principios
ativos, determinag¢do de mecanismos de acdo e estudos in vivo. Assim, de acordo com a
poténcia e seletividade dos extratos, juntamente com os relatos de seu uso popular contra
tumores (Babili er al., 2006; Santos et al., 2005; Matias et al., 2010), foi selecionada a
espécie C. campestris cujos extratos produziram efeitos promissores em cultura de células
tumorais humanas. Portanto, pelo seu perfil de atividade e também pela sua disponibilidade
na Colecao de Plantas Medicinais e Arométicas do Centro de Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPMA-CPQBA) essa espécie foi selecionada para os
estudos de isolamento de componentes bioativos. Sua exsicata encontra-se depositada no
herbério do CPQBA sob o cédigo CPQBA16.

Foi feito um estudo para verificar qual seria a metodologia adequada para a
extragdo de componentes bioativos da espécie C. campestris. Esse estudo incluiu avaliagdo
dos extratos obtidos a partir do material fresco e seco, o uso de solventes com diferentes
polaridades e métodos brandos e ndo brandos como a extragdo a frio por maceracgio
dinamica e extracdo por sistema Soxhlet. O acompanhamento do perfil cromatografico dos
extratos processados, os rendimentos obtidos e os resultados antiproliferativos observados
nessa fase inicial do estudo, puderam definir o método de extracdo adequado para dar
sequéncia ao processamento fitoquimico. Os resultados dos processos prévios de extragdao
realizados e a avaliacdo da atividade antiproliferativa obtidos nessa etapa inicial do estudo,

encontram-se no anexo 1.

Analisando-se todas as metodologias empregadas para a obtencdo do extrato com
melhor perfil de atividade antiproliferativa e rendimento, a investigacdo do melhor método
desenvolvida ao longo do trabalho estd resumida na figura 11, que mostra a evolucdo dos
extratos selecionados de acordo com os perfis cromatograficos e antiproliferativos

(anexol) e as fragdes mais ativas obtidas:
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Diclorometano Folhas secas
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Etanol =
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Figura 11. Resumo dos processos extrativos e de fracionamento para as amostras mais ativas.

Devido ao perfil antiproliferativo semelhante entre os quatro extratos produzidos
(anexol) e a viabilidade do processo, optou-se por utilizar a planta seca e também pela
adicao de uma etapa no processo de extra¢do, usando um terceiro solvente de polaridade
intermedidria (acetato de etila). Para tal, a extracdo com acetato de etila (Synth®) foi
realizada usando a mesma metodologia descrita sendo executada logo apds a primeira
etapa da extracao com diclorometano e, em seguida, prosseguiu-se com a etapa extrativa
com etanol a 95%. Dessa maneira, foram obtidos o extrato bruto diclorometinico
(CCEBD), o extrato bruto por acetato de etila (CCEBA) e o extrato bruto etandlico
(CCEBE), todos obtidos a partir das folhas secas e moidas de C. campestris. Essa
sequéncia de solventes também foi utilizada na extracdo por sistema Soxhlet e gerou o
extrato bruto diclorometanico a quente (CCEBDq), o extrato bruto por acetato de etila a

quente (CCEBAQ) e o extrato bruto etandlico a quente (CCEBEqQ). O processo de extracao
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7z

por sistema Soxhlet, no qual o extrato € submetido a altas temperaturas, ndo alterou
significativamente o perfil antiproliferativo dos extratos (anexo 1).

Sendo o perfil antiproliferativo do CCEBD semelhante ao perfil do CCEBA e,
ambos, com melhor atividade que o CCEBE (anexol) optou-se pela extracdo total com o
solvente acetato de etila.

Além da extracdo total por acetato de etila de folhas secas moidas (98,63g), foi
realizada também a extracdo total de folhas secas moidas (10,96g) com etanol 95% a fim

de comparar seu perfil cromatografico (Fig. 12), atividade in vitro e in vivo.

b b

CCEBA CCEBE
tot tot

Figura 12. Perfil observado por CCD dos extrato bruto por acetato de etila (CCEBAtot) e etandlico
total (CCEBEtot) de C. campestris. Uso de diclorometano/ metanol (99/1) como fase moével e

solugdo de anisaldeido como revelador.

ApO6s os resultados antiproliferativos observados para o CCEBAtot, optou-se pela
realizagdo da extragdo total por acetato de etila por sistema Soxhlet para otimizar e

melhorar o rendimento do processo de extracao.
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1.2 Atividade antiproliferativa in vitro dos extratos brutos

Os gréficos abaixo relacionam a porcentagem de crescimento € a concentragdo das
amostras testadas, evidenciando a acdo dos extratos de C. campestris sobre a cultura de
células tumorais humanas. Os valores entre 100% e 0 representam inibi¢ao de crescimento
enquanto os valores negativos representam morte celular, pois a quantidade de células
(dosagem de proteinas coradas por absorbancia, inferindo sobre a quantidade de células ao
final do experimento) nesse caso, € menor do que aquela que iniciou o experimento, ou
seja, a quantidade de células analisadas na placa T.

Essa metodologia de triagem in vitro, permitiu a avaliacao dos extratos e fragdes em
diferentes linhagens celulares tumorais, possibilitando a avaliagdo da atividade
antiproliferativa com maior especificidade, rapidez, eficiéncia e reprodutibilidade (Monks
et al. 1991).

A figura 13 mostra os resultados da atividade antiproliferativa de CCEBAtot que foi
selecionado para a etapa de fracionamento. Nesse teste as linhagens mais sensiveis ao
extrato foram NCI/ADR-R, NCI-H460 e K562 com Glsy de 3.46, <0.25 e <0.25ug/mL

respectivamente.

100

50

—m— U251
1 —4a—wmcF7 \
NCUADR-RES »>
786-0
504 —p NCHH460
HT29
kK562
1 —@Vero

Crescimento Celular (%)

-100
10° 10?2 10" 925 q9° 25 49! B 192 0
Concentragé (ug/mL)
Figura 13. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com extrato bruto obtido por
extracdo total por acetato de etila das folhas secas de C. campestris (CCEBAtot) em cultura de

células tumorais e linhagem Vero.
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A titulo de comparacdo, foi realizada extracdo por etanol 95% para verificar a
atividade antiproliferativa dos componentes totais extraidos das folhas secas e moidas de
C. campestris. Os valores de Gls, calculados do gréfico abaixo denota a seletividade para
as linhagens NCI-H460 (0.25pug/mL), PC-3 (0.97ug/mL), HT29 (1.49ug/mL) e 786-0
(1.90ug/mL).

1004 ¢

* \ \\
—p
0 *

—m- U251
—— UACC-62
NCVADR-RES
786-0
50| —»NCI-H460
50 PC-3

Crescimento Celular (%)

—@— OVCAR-3
HT29
—k— K-562

-100 4

1073 1072 1;)4 0,25 1;)0 25 161 25 1;)2 250
Concentrag@ (pg/mL)

Figura 14. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com extrato bruto obtido por
extragdo total por etanol 95% das folhas secas de C. campestris (CCEBEtot)em cultura de células

tumorais.

Devido a sua atividade antiproliferativa observada na figura 14, o CCEBEtot foi
utilizado no ensaio de tumor de pata para comparacao de seus efeitos. Também foi feita a
avaliacdo de sua constituicdo quimica por espectrometria de massas.

Como observado, os extratos foram seletivos para a linhagem tumoral de pulmao
(NCI-H460) que foi selecionada para avaliacdo dos mecanismos de morte via citometria de
fluxo.

A fim de verificar melhora no rendimento das extragdes descritas e comparar as
atividades de extratos obtidos por processamentos diferentes, verificando se os ativos
contidos nos extratos seriam termoldbeis, foi realizada a extracdo total por acetato de etila

por Soxhlet. Com excecdo da atividade para a ultima concentragdo que foi maior para o
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CCEBAtot (Fig. 13) e da seletividade que foi mais proeminente para o CCEBAtotq (Fig.

15), o perfil entre os dois extratos foi semelhante.

100
75

50

25+

-25 ~&- st
—&— UACC-62
MCF7
NCI/ADR-RES
50 786-0
4 —@- NCI-H460
—@- OVCAR-3
75 4 HT29
—@— HaCaT

Crescimento Celular (%)
o

-100
10° 10? 10" 10° 10' 10°
Concentragdo (pg/mL)

Figura 15. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com extrato bruto obtido por

extracdo total com acetato de etila por sistema Soxhlet de C. campestris (CCEBAtotq) em cultura

de células tumorais e linhagem HaCat.

Dessa forma, os menores valores de Glsy foram para as linhagens 786-0

(0.79ug/mL), NCI-H460 (<0.25ug/mL) e UACC-62 (<0.25ug/mL).
2. Fracionamento do CCEBAtot e atividade antiproliferativa

2.1 Fracionamento do CCEBAtot
No fracionamento do extrato CCEBAtot por coluna filtrante, foram obtidas 40
fragdes que, a partir do perfil cromatografico analisado, foram unidas em 6 fracdes (Fig.

16). Todas as fracdes obtidas foram avaliadas no teste de atividade antiproliferativa.
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iy

CCEBA 18 847 48-29 22.2T7 2832 3340

Figura 16. Perfil observado por cromatografia de camada delgada das fracdes unidas de acordo

com o perfil cromatogréfico. Uso de diclorometano/metanol (99/1) como fase mével e solugdo de

anisaldeido como revelador.

O maior rendimento (Tab. 7) e, como sera visto adiante, a melhor atividade

antiproliferativa foi verificada para a fracdo CFa22-27 o que permitiu seu fracionamento

em seguida.

Tabela 7. Massa e rendimento das fracdes obtidas em fracionamento do extrato CCEBAtot por

coluna filtrante.

Fracdes Massa obtida (g) Rendimento (%)
1-8 0,0621 5,95
9-17 0,1857 17,78
18-21 0,0547 5,24
22-27 0,4781 45,78
28-32 0,1861 17,82
33-40 0,0768 7,35

2.2 Atividade antiproliferativa in vitro das fracoes do extrato CCEBAtot

A fim de avaliar a efetividade dos métodos usados no fracionamento e também

selecionar as fragdes com melhor perfil de atividade, as amostras foram submetidas ao teste
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de atividade antiproliferativa.
As fracdes mais apolares obtidas por coluna filtrante (Fig. 17, 18 e 19),

constituidas de graxas e outros componentes de baixa polaridade ndo apresentaram

atividade antiproliferativa.
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Figura 17. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com a fragdo CFal-8 obtida do
fracionamento por coluna filtrante do extrato bruto total por acetato de etila de C. campestris

(CCEBAtot) em cultura de células tumorais e linhagem HaCat.
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Figura 18. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com a fragdo CFa9-17 obtida do
fracionamento por coluna filtrante do extrato bruto total por acetato de etila de C. campestris

(CCEBAtot) em cultura de células tumorais e linhagem HaCat.
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Figura 19. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com a fracdo CF18-21 obtida do
fracionamento por coluna filtrante do extrato bruto total por acetato de etila de C. campestris

(CCEBAtot) em cultura de células tumorais e linhagem HaCat.

As fragoes CFa22-27, 28-32 e 33-40 apresentaram efeito citostdtico com maior
poténcia para as fragdes CFa22-27 com seletividade proeminente para linhagens de rim e
pulmao (786-0 e NCI-H460) com Glsp <0.25ug/mL para ambas. Conforme observado no
perfil cromatogréfico, a fracdo CFa22-27 apresentou um perfil semelhante ao extrato de
origem CCEBAtot, no entanto, sem os componentes mais apolares que foram recolhidos
nas primeiras fragdes, tornando essa fra¢do enriquecida nos compostos de média
polaridade. Além disso, essa fracdo foi a que apresentou maior massa € permitiu que um

segundo fracionamento fosse realizado.
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Figura 20. Atividade antiproliferativa ap6s tratamento de 48h com a fragdo CFa22-27 obtida do
fracionamento por coluna filtrante do extrato bruto total por acetato de etila de C. campestris

(CCEBAtot) em cultura de células tumorais e linhagem HaCat.
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Figura 21. Atividade antiproliferativa ap6s tratamento de 48h com a fragdo CFa28-32 obtida do
fracionamento por coluna filtrante do extrato bruto total por acetato de etila de C. campestris

(CCEBAtot) em cultura de células tumorais e linhagem HaCat.
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Figura 22. Atividade antiproliferativa ap6s tratamento de 48h com a fragdo CFa33-40 obtida do

fracionamento por coluna filtrante do extrato bruto total por acetato de etila de C. campestris

(CCEBAtot) em cultura de células tumorais e linhagem HaCat.

A tabela 8 mostra evidente seletividade das fragdes ativas para algumas linhagens,

especialmente para NCI-H460 (pulmdo) o que direcionou a avaliacio dos mecanismos de

morte para essa linhagem.

Tabela 8. Valores de Gl5, (ug/mL) das fracdes obtidas por coluna filtrante a partir do CCEBAtot.

NCI/AD NCI- OVCAR
U251 MCF7 R-RES 7860  H460 PC3 -3 HT29 K-562 HaCat

CFal 8 5250 5250 250 >250 342 250 250 >250 3250 250
CFa9-17 5250 3250  >250  >250 025 >250  >250 250 >250  >250
CRa8-21 5250 250  >250  >250  >250  >250 250  >250 250 250
CFa22-27 506 5860 69,54 <025 <025 11,98 10280 3098 3,01 137,49
CRa28-32 5250 18387 5142 038 <025 19527  >250  >250 <025 250
CRa33-40 5250 25000 119,19 037 <025 17997 5250 250 275 250
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3. Fracionamento da fracio ativa CFa22-27 e atividade antiproliferativa

3.1 Fracionamento da fracao ativa CFa22-27

No fracionamento da fracdo CFa22-27 por coluna filtrante, foram obtidas 133
fragdes as quais, a partir do perfil cromatografico analisado, foram unidas em 11 fracdes
(Fig.23). Dessas, foram selecionadas as fragdes CFb25-33, 39-51, 55-69 e 96-98, que
apresentaram bandas mais isoladas e que poderiam conter componentes quimicos mais

purificados.

. @ C
CF 22-27 1-24 25-33 34-38 39-51 52-54 55-69 70-76 77-84 85-95 96-98 99-133 134
‘ Lavagem

Figura 23. Perfil observado por cromatografia de camada delgada da fracdo CFa22-27 e suas
fragdes obtidas por coluna filtrante unidas de acordo com o perfil cromatogréafico observado. Uso

de diclorometano/metanol (99/1) como fase mével e anisaldeido como revelador.
Por se tratar de um fracionamento preliminar, as massas obtidas (Tab. 9) foram

pequenas, suficientes apenas para a realizacdo dos testes antiproliferativos e para ciclo

celular em citometria de fluxo.
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Tabela 9. Massa e rendimento das fracdes obtidas em fracionamento da fragdo CFa22-27 por

coluna filtrante.

Fracdes Massa obtida (g) Rendimento (%)

1-24 0,0166 4,12
25-33 0,0263 6,53
34-38 0,0104 2,58
39-51 0,0099 2,46
52-54 0,0046 1,14
55-69 0,0208 5,17
70-76 0,0214 5,32
77-84 0,0034 0,84
85-95 0,1792 44,51
96-98 0,013 3,23

99-133 0,0422 10,48

Dessa forma, por terem sido obtidas massas muito pequenas, a partir do
CCEBAtotq, foram realizados novos fracionamentos que resultaram em fracdes mais puras

com massa suficiente para testes in vivo, que serdo relatados adiante.

3.2 Atividade antiproliferativa in vitro utilizando fracdes obtidas da fracdo
CFa22-27

As fracdes com maior grau de pureza, ou seja, com perfil de manchas isoladas na
CCD, foram submetidas ao teste de atividade antiproliferativa.

A fracdo CFb25-33 apresentou pouca atividade antiproliferativa, ainda com
seletividade para linhagem NCI-H460 (Fig.24). J4 as fracdes CFb39-51 e CFb55-69
apresentaram atividade citocida significante apenas na concentracdo mais elevada
(250pg/mL), ndo sendo esse um perfil interessante para a escolha dessas amostras para

futuros estudos (Fig.25 e 26).
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Figura 24. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com a fracdo unida CFb25-33 obtida
do fracionamento por coluna filtrante da fracio CFa22-27 obtida a partir do extrato bruto total por

acetato de etila de C. campestris em cultura de células tumorais e linhagem HaCat.
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Figura 25. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com a fragdo unida CFb39-51 obtida
do fracionamento por coluna filtrante da fracdo CFa22-27 obtida a partir do extrato bruto total por

acetato de etila de C. campestris em cultura de células tumorais e linhagem HaCat.
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Figura 26. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com a fragdo unida CFb55-69 obtida
do fracionamento por coluna filtrante da fracdo CFa22-27 obtida a partir do extrato bruto total por

acetato de etila de C. campestris em cultura de células tumorais e linhagem HaCat.

No entanto, a fracio CFb96-98 foi a que apresentou o melhor perfil
antiproliferativo (Fig.27) mantendo a atividade citostdtica ji observada para outras
amostras de C. campestris, mas com importante seletividade para a linhagem NCI-H460

(pulmao), confirmando resultados anteriores (Tab. 11).
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Figura 27. Atividade antiproliferativa apés tratamento de 48h com a fragdo unida CFb96-98 obtida
do fracionamento por coluna filtrante da fracio CFa22-27 obtida a partir do extrato bruto total por
acetato de etila de C. campestris em cultura de células tumorais e linhagem HaCat.
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Portanto, a partir do sucesso da atividade antiproliferativa observado para a fragao
CFb96-98, a mesma foi usada para avaliacdo de viabilidade e ciclo celular por citometria

de fluxo.

Tabela 10. Valores de Gls, (ug/mL) das fracdes obtidas por fracionamento em coluna filtrante
(CFb) a partir da fracdo CFa22-27.
NCI/ADR NCI- OVCAR
U251 MCEF-7 -RES 786-0  H460 PC-3 -3 HT29 K-562 HaCat

CFb25-33 8537  >250 5250  >250 2421 >250 250 >250 >250 >250
CEb39-51 2743 2977 2898 29,10 29,08 5926  27.87 30,54 1032 3143
CEbS5-69 24620 58,70 28,83 51,77 2549 4035 2475 2958 1528 27,12
CEb96-98 1341 227,88 14,69 236,63 <025 4575 28,19 148553 <025 72,63

4. Fracionamento do CCEBAtotq e atividade antiproliferativa

4.1 Fracionamento do CCEBAtotq

Através de coluna filtrantes o extrato bruto obtido com acetato de etila a quente
(CCEBAtotq) foi fracionado em duas por¢des. A primeira resultou em 60 fragdes e a
segunda em 69 fragdes que foram reunidas em 8 e 7 fracdes respectivamente, de acordo

com o seu perfil cromatografico (Fig. 28). E avaliadas no teste antiproliferativo.

57



Reounltadas ¢ Discussio

CCEBA
totg B8-15 811 16-25 12-28 26-42 29-35%  43-51  40-56

g VTS

CFgal CFgall CFgal CFgall CFgqal CFgall CFgal CFgall CFgal CFgall
52-59 57-68

Figura 28. Perfil observado por cromatografia de camada delgada das fra¢des unidas de acordo

com o perfil cromatografico para dois fracionamentos (CFqal e CFqall) a partir de CCEBAtotq.

Uso de diclorometano/metanol (90/10) como fase mével e solucdo de anisaldeido como revelador.

De acordo com o perfil cromatografico semelhante, o rendimento e com os

resultados dos testes antiproliferativos da primeira etapa de fracionamento do CCEBAtotq,

as fracdes foram selecionadas e reunidas para que pudesse ser realizado um segundo

fracionamento. Os rendimentos apresentados pelas fragdes escolhidas CFqal26-51 (unido

de CFqal26-42 e CFqal43-51) e CFqall40-56 foram 5,57% e 3.99%, respectivamente. A

fim de comparar os perfis das fragdes separadas e da fracdo unida, foi feita uma CCD que

confirmou o perfil da amostra a ser fracionada, como mostra a figura 29.
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Figura 29. Perfil observado por cromatografia de camada delgada das fracdes CFqa e unidas a

partir de CCEBAtotq. Uso de diclorometano/metanol (90/10) como fase moével e solugdo de

anisaldeido como revelador.

4.2 Atividade antiproliferativa in vitro das fracoes do extrato CCEBAtotq

As fracdes obtidas no processo de fracionamento foram submetidas ao teste
antiproliferativo (Tab. 11) sendo as fracdes CFqal26-42 e CFqll43-51, obtidas na primeira
etapa e a CFqll40-56 da segunda etapa do fracionamento do CCEBAtotq as que

apresentaram o melhor perfil de atividade.

Tabela 11. Valores de Gls, (ug/mL) das fracdes obtidas por fracionamento em coluna filtrante
(CFqa) a partir do CCEBAtotq.

NCI/ADR
U251 UACC-62 MCF7 -RES 786-0 NCI-H460 OVCAR-3 HT29 K562 HaCat
CFqal26-42. 29,33 <0,25 26,84 <0,25 <0,25 <0,25 41,41 27,01 - 27,27
CFqal43-51. 57,83 0,39 3449 <0,25 <0,25 <0,25 75,64 2,37 - 3,58
CFqall46-56 44,87 <0,25 221,06 94,27 2,98 <0,25 >250 52,79 <0,25 -
Fracoes
unidas 29,74 0,45 3746 53,08 0,69 0,80 225,24 937 041 -

Os graficos abaixo apresentam atividade antiproliferativa para as fragdes testadas

mantendo o mesmo perfil citostatico e seletividade para linhagens como NCI-H460 e 786-0.
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Figura 30. Atividade antiproliferativa ap6s tratamento de 48h com a fracdo CFqal26-42 obtida do

fracionamento por coluna filtrante do extrato bruto por acetato de etila a quente (CCEBAtotq).

De acordo com a figura 30 e 31, pode-se observar que, além das linhagens
geralmente selecionadas pelos extratos e fracdes de C. campestris, como H460 e 786-0,
outra linhagem que se mostrou seletiva para o tratamento foi a UACC-62, o que pode ser

alvo de pesquisas futuras dentro do trabalho com bioativos dessa espécie.
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Figura 31. Atividade antiproliferativa apés tratamento de 48h com a fracdo unida CFqal43-51

obtida do fracionamento do extrato bruto por acetato de etila a quente (CCEBAtotq).
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Figura 32. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com a fracdo unida CFqall 40-56

obtida do fracionamento do extrato bruto por acetato de etila a quente (CCEBAtotq).

Para verificar se a unido das fracdes (CFqal26-42, CFqal43-51 e CFqall40-56) nao
interferiria em sua atividade antiproliferativa, as fracdes foram testadas em cultura em sua

forma mista (Fig. 33), antes de dar prosseguimento ao segundo fracionamento.
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Figura 33. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com as fra¢des unidas CFqal26-42,

CFqal43-51 e CFqall40-56 obtida do fracionamento do extrato bruto por acetato de etila a quente
(CCEBAtotq).
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Como mostra o grifico acima, a unido das fracdes ndo interferiu na atividade
antiproliferativa das mesmas, favorecendo a obtencdo de maior massa para que o segundo
fracionamento fornecesse massas de amostras mais puras em quantidade suficiente para

prosseguir com novos testes in vitro e in vivo.

5. Fracionamento da fracdo ativa unida CFqal 26-51 e CFqall 40-56 e

atividade antiproliferativa

5.1 Fracionamento da fragdo ativa unida CFqal26-51 e CFqall40-56

As fragdes mais ativas obtidas em duas etapas a partir do fracionamento do
CCEBAtotq, foram reunidas de acordo a atividade produzida nos testes antiproliferativos e
com o perfil cromatografico. O fracionamento resultou em 30 fracdes das quais 6 foram
testadas no ensaio de citotoxicidade e tiveram seus perfis analisados quanto a poténcia e

seletividade.
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Figura 34. Perfil observado por cromatografia de camada para as fragdes CFgb a partir de
CCEBAtotq. Uso de diclorometano/metanol (90:10) como fase mével e solucdo de anisaldeido

como revelador.

As fragdes obtidas, ainda que ndo totalmente purificadas, demonstraram um perfil
de componentes mais polares e manchas mais limpas, o que pode contribuir para algumas
andlises de seus componentes como a cromatografia de camada delgada com diferentes

reveladores que serdo discutidas adiante.
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Tabela 12. Massa e rendimento das fragdes obtidas em fracionamento da fracdo CFqal 26-51 e

CFqall40-56 unidas, coluna filtrante.

Fragoes Massa obtida (g) Rendimento (%)

12 0,0257 1,51
13 0,2062 12,13
14 0,3366 19,80
15 0,3380 19,88
16 0,2164 12,73
17 0,1043 6,13

Os rendimentos mais representativos listados na tabela 12 indicam massa obtida

suficiente para execucao de testes in vivo.

5.2 Atividade antiproliferativa das fracoes CFqb
As fragdes obtidas foram testadas a fim de investigar quais manchas verificadas no
perfil cromatografico seriam responsaveis pela atividade, através da comparagao do perfil

de atividade antiproliferativa podendo auxiliar em futuros processos de purificacao.
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Figura 35. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com a CFgbl2 obtida do
fracionamento por coluna filtrante das fragdes unidas CFqal26-42, CFqal43-51 e CFqall40-56.
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Figura 36. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com a CFgbl3 obtida do

fracionamento por coluna filtrante das fragdes unidas CFqal26-42, CFqal43-51 e CFqall40-56.

1004 @<
754
— 50
2 |
8 25
= |
[}
&) 0
2 ]
c
-o-
g -25 2 e
= MCF7
Q NCVADR-RES
3 504 b 786-0
2 NCI-H460
(@] { PC-3
—@- OVCAR-3
.75 4 9313
—@— HaCaT
-100
10° 10° 10" 0% q0° 25 q0'

Concentragao (pg/mL)

Figura 37. Atividade antiproliferativa apés tratamento de 48h com a CFgbl4 obtida do

fracionamento por coluna filtrante das fragdes unidas CFqal26-42, CFqal43-51 e CFqall40-56.
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Figura 38. Atividade antiproliferativa apés tratamento de 48h com a CFgbl5 obtida do
fracionamento por coluna filtrante das fragdes unidas CFqal26-42, CFqal43-51 e CFqall40-56.

Observando a figura 35 e analisando a atividade antiproliferativa das fragdes CFqgb,
€ possivel verificar que a fracdo CFgbl2 ndo apresenta atividade antiproliferativa tdo
importante quanto as fracoes seguintes CFgb13, 14 e 15. Verificando os gréificos para as
fracdes CFgb16 e 17 observou-se também que a inibicdo do crescimento celular também
apresentou reducdo. Portanto, é possivel inferir sobre o grupo quimico revelado nessas
fracdes.

Esses resultados em conjunto com o que foi verificado pela cromatografia de
camada delgada revelada com diferentes solu¢des reveladoras (Fig. 41), possibilitaram a

caracterizacdo de um dos grupos quimicos presentes na fracdo ativa CFEgb14, discutido a

seguir.
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Figura 39. Atividade antiproliferativa apés tratamento de 48h com a CFgbl6 obtida do
fracionamento por coluna filtrante das fragdes unidas CFqal26-42, CFqal43-51 e CFqall40-56.
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Figura 40. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com a CFgbl7 obtida do
fracionamento por coluna filtrante das fragdes unidas CFqal26-42, CFqal43-51 e CFqall40-56.

Pelo perfil antiproliferativo e rendimento apresentado, a fracio CFgb14, que atuou
semelhantemente a fracdo CFqgb15, foi selecionada para ser aplicada no modelo murino de
tumor sélido de Ehrlich e para avaliacdo do tipo de morte celular, bem como para

subsequentes processos de purificacao.
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Tabela 13. Valores de Gls, (ug/mL) das fracdes obtidas por fracionamento em coluna filtrante
(CFqgb) a partir do CCEBAtotq.

NCI/ADR NCI-

U251 UACC-62 MCF7 -RES 786-0 H460 PC-03 OVCAR-3 HaCat
CFgb12 >250 4,04 >250 >250 6,75  <0,25 0,67 >250  >250
CFgb13 28,57 0,50 30,04 29,82 0,80 <0,25 0,43 39,15 28,37
CFgb14 28,35 0,27 26,53 29,70 0,92 <0,25 <0,25 31,73 28,21
CFgb15 28,90 0,58 26,94 30,40 0,78 <0,25 <0,25 30,85 25,62
CFgb16 55,50 2,01 92,39 132,42 6,35  <0,25 0,31 226,33 58,93
CFgb17 215,64 2548 196,88 88,10 112,37 0,77 9,92 238,63 >250

De modo geral, as fracdes mais ativas mantiveram a seletividade para linhagens de
rim (786-0), pulmio (NCI-H460), prostata (PC-03) e melanoma (UACC) como ja
observado em outros perfis para extratos e fracdes originais. Ou seja, com uma
concentracdo muito baixa da fracdo aplicada, observou-se uma excelente atividade
citostdtica e, na concentracdo mais alta (250ug/mL) houve perfil citocida para todas as
linhagens. Na busca por novos farmacos anticancer, a seletividade apresentada por novos
ativos € importante na medida em que o tratamento anticancer visa a erradicacdo das
células tumorais com o minimo dano a outros tecidos do paciente. Uma vez que se
observou essa seletividade para a maioria das fragdes ativas, a linhagem tumoral de pulmao

(NCI-H460), juntamente com a linhagem leucémica (K562) foi selecionada para os testes

viabilidade, morte celular e ciclo celular por citometria de fluxo.

6. Analise de fracoes por cromatografia de camada delgada

A cromatografia de camada delgada é uma técnica amplamente utilizada para fins
de andlise de extratos vegetais brutos e para avaliacdo de processos de separagdo, podendo
ser usada também para fins preparativos. Além de sua importancia na avaliacdo preliminar
do perfil quimico de amostras, dezenas de reveladores sdao descritos na literatura, etapa que
tem o intuito de detectar compostos organicos com os mais variados grupos funcionais
(Simdes et al., 2004).

Como mostrado pelos fracionamentos subsequentes e pelo perfil cromatografico

das fracOes ativas, a substancia ou grupo de substancias ativas pertencem a um grupo
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quimico de caracteristica mais polar, ainda que advindas de um extrato obtido a partir do

acetato de etila, um solvente de polaridade média. A fim de caracterizar os extratos e

fracdes ativas, foram utilizados reveladores especificos para diferentes grupos quimicos.

|Anisaldeido

“

u

0,

Cloreto férrico

.
- - -
-
CCEBA CFa CFb CCEBA CFga CFgb14 CCEBA CFa  CFb CCEBA CFqa CFgb14
tot 22-27 96-98 totq unida tot 22-27 96-98 totq unida
Liebermann-Burchard
Dragendorff
v Y ¢
-
- - -
CCEBA CFa CFb CCEBA CFga CFqgb14 CCEBA CFa CFb CCEBA CFgqa CFgb14
tot 22-27 96-98 totq unida tot 22-27 96-98 totq unida
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Figura 41. Cromatografia de camada delgada dos extratos e fragdes mais ativos revelados com
diferentes reveladores: solugdo de anisaldeido, cloreto férrico, Dragendorff, Liebermann-Burchard
e sulfato cérico. Manchas positivas para terpendides destacadas. Uso de diclorometano/metanol

(90/10) como fase movel.

A solugdo de anisaldeido é um revelador universal para compostos organicos e foi
usado para evidenciar o perfil cromatografico geral das amostras. A revelacdo com
Dragendorff para alcaldides e o teste para cumarinas (solu¢cdo de hidréxido de potdssio)
ndo apresentaram resultado positivo.

J& o uso do revelador cloreto férrico, mostrou a presenca de grupos fendlicos nas
fracdes oriundas do CCEBAtotq CFqa unida e CFgbl4, sendo esse um grupo quimico
comum em vegetais. Outra reacdo positiva foi obtida pela verificacdo de coloracdao roxa
com o revelador sulfato cérico, especialmente nas fragdes obtidas do extrato a quente.
Confirmando a reacdo anterior, foram obtidas manchas da cor azul violdceo com o reagente
de Liebermann-Burchard para triterpendides (da Silva el al., 2010), especialmente para as
fracdes oriundas do CCEBAtotq e com tracos nas fracdes oriundas do segundo
fracionamento do CCEBAtot. Isso pode ser justificado pela maior concentracdo desses
componentes no extrato bruto obtido por sistema Soxhlet.

No metabolismo secundario de vegetais, os terpenos derivados do isopreno

(unidade ramificada de 5 carbonos), representam o grupo mais importante de substancias

70



Reowltadas ¢ Discussio

quimicas secretadas. Sdo classificados de acordo com o nimero minimo dessas unidades
presentes na molécula em monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos etc (Simdes et al.,
2004). Os terpenos fornecem matéria prima para uma grande variedade de industrias: isto
€, produtos de resinas para papéis e téxteis, aglutinantes usados no preparo de inseticidas,
antissépticos, produtos farmacéuticos, perfumes e condimentos.

Esses resultados, juntamente com a caracterizacdo realizada por espectrometria de
massas, confirma a presenca de terpenos nas fracdes ativas, bem como, a presenca das
moléculas ja descritas na figura 3 para C. campestris como os diterpenos velamona e
velamolona (Babili et al., 1998). Esse grupo quimico pode, portanto, ser o responsdvel pela
atividade citotoxica observada nos testes, j& que a melhor fracdo com atividade

antiproliferativa teve reagcao positiva para terpenos.

7. Andlise de fracoes por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de
massas (CG/EM)

As fragdes mais purificadas foram submetidas a andlise de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometro de massas. O programa Enhanced Data Analysis, a partir da
biblioteca NIST, identificou alguns dos picos majoritdrios da cromatografia gasosa
realizada para as amostras. No entanto, a identificacdo somente pela fragmentacio
observada nao € suficiente para a caracterizagdo dos diversos componentes encontrados na
fracdo, pois o padrio de fragmentagdo de varios compostos € similar sem diferencas
significativas nas suas abundancias relativas

Neste estudo foram identificados compostos por comparacdo de seus
espectros de massas com os da literatura e comparacdo de espectros de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio com dados da literatura (Babili et al., 1998). A avaliacdo
destes parametros se fez necessdria para nao incorrermos em interpretacdes equivocadas
dos dados analisados.

Para a fracdo CFa22-27 foram identificados campesterol, estigmasterol e gama e
beta-sitosterol. Para as fragdes obtidas a partir da fracdo CFa22-27, foi identificado o gama
tocoferol na fracdo CFb25-33, ciclotetracosano na CFb40-50, estigmasterol na CFb55-69 e

docosenamida Z na fracdo CFb96-98, que mostrou significativa toxicidade com relativa
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poténcia contra linhagem HT29 de acordo com Ratnayke et al. (1992).

As andlises mostraram a presenca majoritiria de hormodnios conhecidamente
presentes em plantas (Awad & Fink, 2000), no entanto, sdo inéditos para essa espécie. Ha
possibilidade de haver outros ativos ainda ndo identificados em menor abundancia. Dessa
forma, os estudos seguiram para obtencdo de maior quantidade dessas fracdes e realizacdo
de novos fracionamentos a fim de enriquecer as fragdes ativas e identificar os componentes

ativos contra o cancer.

8. Analise de extratos brutos e fracées por espectrometria de massas

As andlises foram realizadas no Laboratério Thomson do IQ-UNICAMP sob
supervisao do Prof. Dr. Marcos Eberlin. A técnica utilizada trata-se de metodologia de
andlise de extratos vegetais via espectrometria de massas (MS) com infusdo direta de
amostra, técnica analitica denominada fingerprinting ou “impressdo digital” quimica
(Cabral, 2010). Essa abordagem, que envolve o minimo preparo de amostra, foi aplicada
visando detectar os componentes majoritariamente presentes € comparar a constituicdo de
diferentes extratos e relaciona-la aos efeitos observados in vivo. A metodologia analitica
envolveu MS (Espectrometro de Massas Q-Tof, Micromass — U.K.) com fonte de
ionizacdo por electrospray (ESI) nos modos positivo e negativo por insercdo direta dos

extratos diluidos de C. campestris.

Os extratos CCEBAtot, CCEBEtot ¢ CCEBE foram submetidos a analise de
espectrometria de massas nos modos positivo e negativo (Fig. 42 e 43) a fim de se obter
uma andlise de seus componentes com o intuito de compard-los, visto a diferenca de

poténcia em suas atividades in vivo (item 7.2).
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Figura 42. Perfil de ESI(+)-MS dos extratos CCEBAtot (1), CCEBE (2) e CCEBEtot (3) com

condi¢Oes otimizadas para os fon de m/z.

De maneira geral, tanto o extrato CCEBEtot obtido por extracdo total com etanol

95% quanto o CCEBE obtido por extragdo com etanol 95% do residuo da extracdo por

diclorometano e acetato de etila, apresentaram perfis semelhantes de fragmentograma.

Ja o CCEBAtot apresentou perfil diferente dos outros extratos etandlicos, devido a

diferenca de polaridade dos solventes. Dessa forma, sugere-se que a diferenca de poténcia e

de toxicidade apresentada pelos extratos no tratamento in vivo, esteja relacionada com os

diferentes componentes quimicos extraidos em cada método. Assim, o CCEBAtot que

apresentou maior poténcia e menor toxicidade, pode ser o detentor dos componentes ativos,

ou mesmo, apresentar esses componentes em maior concentragido que o CCEBEtot. Esse

ultimo extrato apresentou atividade significativa in vivo apenas numa dose 20 vezes maior

que o CCEBAtot além de produzir elevada toxicidade nos animais tratados.
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Figura 43. Perfil de ESI(-)-MS dos extratos CCEBAtot (1), CCEBE (2) e CCEBEtot (3) com

condi¢Oes otimizadas para os {fons de m/z.

Além disso, por espectrometria de massas, 0s extratos totais por acetato de etila

foram comparados em seu perfil composicional mostrando que o processo de extragao a

quente ndo afetou significativamente a constitui¢ao do extrato (Fig. 44)

Procurou-se identificar também alguns dos componentes ja descritos para a espécie.

Dentre eles, foram encontradas massas correspondentes a velamona e velamolona no

CCEBAtot e na fragcdo CFgb14 (Fig. 45). Essas moléculas foram descritas por apresentar

atividade moluscicida contra Bulinus truncatus o hospedeiro intermedidrio do Shistossoma

haemotobium (Babili et al.,2006).
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Figura 44. Perfil de ESI(+)-MS dos extratos CCEBAtotq (1) e CCEBAtot (2) com condicdes

otimizadas para os ion de m/z.

O ion correspondente a velamona (Cy)H30, = 300,44) apresentou massa
experimental de [M+H]'=301,2304 para CCEBAtot com erro de 45ppm e de
[M+H]"=301,2086 para CFgbl4 com erro de 27ppm. E a velamolona (Cy)H»303 =
316,441) apresentou experimentalmente a massa de [M+H]" = 317.2173 para CCEBAtot
com erro de 17ppm e de [M+H]"=301,2168 para CFgb14 com erro de 16ppm. Os erros
foram calculados em relagio a massa tedrica das moléculas velamona ([M+H]"=301,2168)

e velamolona (de [M+H]" = 317.2117), através da férmula:

6
E(ppm) = (Mteérica__Mexperimental) x 10
Mteérica
E=erro

M = massa

Os valores de erro estdo abaixo de 50ppm que € o maximo para dados de HRMS,
ou seja, essas moléculas estdo presentes em ambos os extratos, CCEBAtot e CCBAtotq, e

na fracdo CFgb14.
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Figura 45. Perfil de ESI(+)-MS dos fons de m/z 301,2 (velamona) e 317,3 (velamolona) presentes
nos extratos CCEBAtotq e CCEBAtot, e na fracdo CFgb14.

Em alguns aspectos do estudo fitoquimico muitos desafios estdo presentes, uma vez
que hd uma grande biodiversidade e muitas espécies a serem estudadas a fim de
caracterizar novas moléculas ou até mesmo validar o seu uso pela medicina popular. Dessa
maneira, as andlises fitoquimicas empregadas, ao fornecerem informagdes sobre a presenga
de metabdlitos secundérios, direcionam o isolamento e identificacdo dos principios ativos
(da Silva et al., 2010).

Portanto, as duas moléculas identificadas no extrato e fracdo ativos sdo diterpenos.
Esses resultados aliados a identificacdo de terpenos por cromatografia de camada delgada
diferencial corroboram com a caracterizagiao dos extratos e fracdes ativas que apresentam,
portanto, terpenos em sua constituicdo. Como ndo se trata de fracdes puras, ainda estdo
presentes outros componentes que poderdo ser identificados, podendo ou ndo atuar em

sinergismo com as moléculas descritas na atividade anticancer.

9. Parametros avaliados por citometria de fluxo

9.1 Viabilidade celular

Como observado no gréafico abaixo, as células tratadas com doxorrubicina
apresentaram a mesma viabilidade quando comparadas ao controle, isso pode ser devido a
baixa concentragdo utilizada da droga. As células tratadas com o extrato CCEBAtot e as

fracoes CFa22-27 e CFb96-98, especialmente no caso da segunda fracdo, apresentaram
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diminui¢do da viabilidade celular apds 24h, em concordancia com os resultados obtidos
nos testes antiproliferativos. As células tratadas com a fragdo CFb25-33, ndo apresentaram

reducdo da porcentagem vidvel confirmando a sua inatividade perante os testes

antiproliferativos.
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Figura 46. Porcentagem de células K562 vidveis apds o tratamento de 24h com 5 e 10ug/mL das
amostras CCEBAtot, CFa22-27, CFb25-33 e CFb96-98.

O tratamento feito com a fragdo CFgbl4 na linhagem NCI-H460 ndo alterou
significativamente a viabilidade celular como pode ser visto no grafico abaixo, no quais as
células tratada apresentaram mesma viabilidade que as células ndo tratadas. No entanto,
como mostra a figura 47, eventos de morte celular podem estar sendo desencadeados pelo
tratamento, uma vez que o perfil antiproliferativo da fragao em teste € citostatico. Portanto,
ainda que consideradas vidveis nas concentragdes utilizadas e nos tempos de tratamento
executados, as células tratadas com CFgbl4 apresentaram viabilidade compativel com o

perfil antiproliferativo observado.
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Figura 47. Porcentagem de células NCI-H460 viaveis apds o tratamento de 24 e 48h com 0.25, 2.5,
25ug/mL da fracdo CFgb14.

Comparativamente com a linhagem NCI-H460, a K562 apresentou-se mais sensivel
ao tratamento visto que houve reducdo na viabilidade das células tratadas. Como pode ser
observado (Fig. 47 e 48) os controles celulares apresentaram-se com uma inviabilidade
aumentada, o que pode ser resultado do processo de tripsinizacdo ou da inespecificidade

dos marcadores utilizados, visto os resultados observado a seguir.
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Figura 48. Porcentagem de células K562 viaveis ap6s o tratamento de 24 e 48h com 0.25, 2.5,
25ug/mL da fracdo CFgb14.
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9.2 Avaliacao de morte celular

O teste foi feito aplicando-se um tratamento nas linhagens NCI-H460 (24h e 48h) e
K562 (48h) com 0,25; 2,5 e 25ug/mL da fragdo CFqgb14.

As células em fase inicial da apoptose, com a externalizacdo de fosfatidilserina
estariam disponiveis para a ligagdo com anexina V, marcando, portanto as células em
apoptose inicial. No entanto, as células positivas para anexina, quando presentes,
apresentaram-se marcadas com 7-AAD também. Dessa forma, ndo foram observadas
células em apoptose inicial, apenas células em necrose ou em apoptose tardia uma vez que
o 7-AAD liga-se ao DNA da célula e atua como um indicador de integridade estrutural de

membrana e ndo € capaz de marcar células vidveis e em apoptose inicial.
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Figura 49. Porcentagem de células NCI-H460 positivas para anexina e 7-AAD ap6s o tratamento

de 24h com 0.25, 2.5, 25ug/mL da fragao CFqgb14.

A figura acima mostra as células tratadas com CFqgbl4 evidentemente marcadas
com 7-AAD de forma concentracdo-dependente, com diminui¢do das células vidveis a
medida que a concentracdo da fracdo aumenta. Nas células tratadas por 48h o perfil
observado foi o mesmo, com aumento de células marcadas com 7-AAD (dados ndo

mostrados). A marcagdo por 7-AAD indica perda de integridade de membrana, o que pode
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ser indicac¢do de morte celular por necrose.

Ja as células K562 tratadas por 48h com a fragdo CFgb14 (Fig. 50) apresentaram-se
duplamente marcadas, indicando apoptose tardia e/ou processo necrético. Esse processo foi
investigado com tratamento pelo periodo de 3h, para verificar o inicio do processo de

morte celular (Fig. 51).
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Figura 50. Porcentagem de células K562 positivas para anexina e 7-AAD ap6s o tratamento de 48h

com (.25, 2.5, 25ug/mL da fracdo CFgb14.
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Figura 51. Porcentagem de células K562 positivas para anexina e 7-AAD ap0s o tratamento de 3h

com 25ug/mL da fracdo CFqgb14.
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Como pode ser observado na figura 51, em um pequeno tempo de tratamento ja é
possivel observar a intensa marcagdo por 7-AAD que € um indicativo de morte necrdtica.
Como esse tipo de morte € mais evidente nos primeiros momentos do tratamento (Fig. 51),
a marcacao dupla observada na figura 50 mostra um processo ja tardio de desestabilizacdo
de todas as estruturas celulares. Dessa maneira, o resultado que expressa a marcacao por 7-
AAD juntamente com o observado na figura 49, corrobora com a caracterizagdo desse tipo
de morte induzida pelo tratamento com a fracdo CFgbl4 para as linhagens NCI-H460
(pulmao) e K562 (leucemia).

A morte celular por apoptose é um processo evolutivamente conservado que tem
papel fundamental na homeostase tecidual (Lockshin & Zakeri, 2007). Pode ser
desengatilhada por via intrinseca (mitocondrial) ou extrinseca (citoplasmadtica). A evasdo
desse processo € uma caracteristica de canceres humanos, o que leva a progressao tumoral.
Como a membrana celular permanece intacta, a apoptose € um processo brando para o
tecido. Com a alteracdo estrutural, as células apoptdticas sdo reconhecidas como alvos
fagocitarios, sendo eliminadas rapidamente, sem extravasamento do seu conteido (Fulda,
2010).

Ja em processos necréticos, as células mortas sofrem agcdo de enzimas o que pode
levar ao rompimento da membrana celular e lesdo exdgena. No entanto, estudos recentes
indicam que a necrose nao seria simplesmente um evento passivo e desregulado, e sim
eventos mediados por sinalizadores de forma programada em alguns tecidos como no
cardiaco (Kung et al., 2011). Zong et al. (2004) também sugere que o dano provocado pela
alquilacdo do DNA estimularia uma forma regulada de morte necrética. A “necrose
programada” ou “necroptose” seria induzida pela excessiva ativacao de PARP (poli-ADP-
ribose-polimerase) que usa NAD" como substrato para inserir cadeias de poli-ADP-ribose
nas proteinas da cromatina e facilitar o acesso do mecanismo de reparo ao DNA
danificado. A degradagio citosélica de NAD" provocaria a inibigdo da glicdlise, que levaria
a morte necrotica. Dessa forma, a necrose induzida por PARP seria um back up no caso de
falha no processo de apoptose (Zong et al., 2004; Edinger & Thompson, 2004). A atuacdo
de agentes alquilantes tém sido importante na quimioterapia anticancer cldssica, mas ainda

sd0 necessdrios mais estudos para avaliar a efetividade na ocorréncia de processos
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necréticos advindos dos mecanismos envolvidos na atuacdo desses quimioterdpicos (Borst
& Rottenberg, 2004). Evidéncias mais recentes mostram que o inicio da necrose
programada por receptores de morte, como o fator de necrose tumoral (TNF), requer a
atividade da proteina quinase de interacdo com receptor (RIP1) (Galluzzi & Kroemer,
2008; Vandenabeeble et al., 2010 ). Dessa forma, os indicios de morte necrotica
apresentados pelas linhagens NCI-H460 e K562 tratadas com a fracdo CFgb14 pode ser
favordavel ja que, a indugdo de necrose em células cancerosas resistentes a apoptose pode
ser um importante alvo no estudo de novos quimioterdpicos. Além disso, esse resultado

pode ser uma ferramenta nos estudos futuros de mecanismo de acao envolvido.

9.3 Avaliagao do ciclo celular

As células situadas no pico hipodipldide (sub-G;) possuem conteido de DNA
menor que 2¢ e podem representar aumento na ocorréncia de debri celulares e DNA
fragmentado, caracteristicos de eventos de morte celular. Dessa forma, as células tratadas
com doxorrubicina (Fig. 52) apresentaram maior porcentagem de células em sub-G;, como
jé era de se esperar.

O ciclo celular das células controle tratadas com doxorrubicina apresentou perfil
caracteristico com parada em S-G/M devido a sua ligacdo na topoisomerase II, com
elevada expressdo na fase S e fase G,/M, favorecendo a ocorréncia de quebras no DNA e
subsequente parada no ciclo principalmente nessa fase com relagdo as demais (Potter &
Rabinovitch, 2005). As células do controle negativo tratadas com o veiculo nao
apresentaram diferenca com relagdo ao controle de células.

Nas células tratadas com os extratos e fracdes, com exce¢do para as células tratadas
com a fracdo CFb25-33, houve uma diminui¢do na populacdo de células na Fase S, no
entanto, sem alteracdes na populacdo de células nas fases G; e Go/M. Entre os perfis das

diferentes concentragdes usadas no tratamento, ndo houve diferencgas significativas.
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Figura 52. Porcentagem das popula¢des celulares (K562) presentes em cada fase do ciclo apds

tratamento de 24h com 5 e 10ug/mL das amostras CCEBAtot, CFa22-27, CFb25-33 e CFb96-98.

Confirmando o perfil antiproliferativo observado, a fragio CFb96-98 induziu morte
celular, de forma que a populacdo celular em sub-G;, comparada ao controle, foi maior,
demonstrando o potencial antiproliferativo dos componentes quimicos presentes nessa
fracdo. Esse perfil foi também apresentado pelo extrato CCEBAtot e pela fragdo CFa22-27
o que confirma o sucesso do processo de fracionamento, mostrando que a fracdio CFb96-98
foi ativa.

Houve importante aumento na populacdo Sub-Gj, nas células tratadas com a fragcdo
CFb96-98 e a sua fracdo e extrato de origem, CFa22-27 e CCEBAtot, respectivamente.
Portanto, de acordo com os dado obtidos, as amostras CCEBAtot, CFa22-27 e CFb96-98
produziram parada na proliferacdo celular, visto a diminui¢do da populacido na fase S e

aumento da populacdo sub-Gj, sugerindo morte celular.
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Figura 53. Porcentagem das populacdes celulares H460 presentes em cada fase do ciclo apds o

tratamento de 24h com 0.25, 2.5, 25ug/mL da fragdo CFgb14.

As células NCI-H460 tratadas com a fragcdo CFgb14 nao apresentaram altera¢do no
perfil de ciclo celular quando comparadas ao controle. Com um tratamento mais longo,

outro perfil poderd ser observado.
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Figura 54. Porcentagem das populacdes celulares K562 presentes em cada fase do ciclo apds o

tratamento de 24h com 0.25, 2.5, 25ug/mL da fragdo CFgb14.
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Ja a andlise do ciclo celular para as células K562 tratadas por 24h mostrou aumento
da populacdo na fase sub-G;, como foi observado para as células K562 tratadas com
CFb96-98, indicando aumento de morte celular. No entanto, o controle de células
apresentou-se com alterada quantidade de células mortas. Esse fato pode estar relacionado
com artefatos de técnica, uma vez que ao microscopio 6tico a cultura apresentava-se dentro
dos padrdes de normalidade. Nao houve alteracao do perfil de ciclo celular para as células
tratadas por 48h (dados ndao mostrados), havendo apenas aumento das células invidveis e
diminui¢ao da populacdo celular na fase S.

Nas células tratadas por doxorrubicina nao foi observado o perfil do primeiro grupo
de experimentos, uma vez que ndao houve elevacdo da populacdo na fase G, do ciclo
celular. Esse fato pode ter ocorrido devido a alta concentracdo da droga, o que causou
morte das células. No entanto, nas células NCI-H460 tratadas com 5-Fluorouracil houve
aumento da populagdo na fase S, perfil compativel com seu mecanismo de acdo
antimetabdlico o qual, interfere na duplicacdo do DNA, por impedir a sintese de timina
(Pandolfo et al., 2005). No entanto essa rea¢do nao foi observada para a linhagem K562, o
que pode estar relacionado a diferentes vias de morte ativadas preferencialmente em cada

linhagem.

10. Ensaios in vivo

10.1 Teste Hipocrdtico

Animais receberam injecdes intraperitoniais de 15, 30, 50, 75, 150 e 300mg/kg de
extrato CCEBAtot e de 125, 250 e 500mg/kg de extrato CCEBE. Nas 4 horas iniciais ao
tratamento foram observados os aspectos toxicoldgicos através de parametros como: estado
consciente e disposi¢ao, coordenacdo motora e tdnus muscular, reflexos, sistema nervoso
central e sistema nervoso autdbnomo. Os animais tratados com o extrato CCEBAtot nas
doses de 50 a 300mg/kg apresentaram sinais extremos de toxicidade como atividade
locomotora diminuida, tremores, piloerecdo, diarreia, contor¢ido ao longo do periodo de 4h
e, em menos de 24h, morreram. Nas doses de 30 e 15mg/kg os animais apresentaram

sinais de leves toxicidade ndo havendo morte no periodo de 14 dias de teste, além de
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continuarem ganhando peso normalmente. No entanto, a fim de garantir que os
experimentos futuros se desenvolvessem até o fim sem a ocorréncia de morte dos animais
devido ao tratamento com os extratos, a dose de 20mg/kg foi escolhida como dose maxima
desse extrato a ser utilizada. J4 os animais tratados com o extrato CCEBE, apesar de ndo
terem morrido ao longo dos 14 dias de observacdo, apresentaram sinais de toxicidade
durante as primeiras 4 horas de observacdo. Dessa forma, para seguranca dos
experimentos, a dose maxima escolhida no uso do CCEBEtot foi de 100mg/kg.

No teste hipocratico para a fracdo CFgb14, foram usadas as doses 1.5, 3, 6.25, 12.5,
25, 50 e 100mg/kg. As doses mais altas foram extremamente téxicas produzindo
exacerbada hipotermia, contor¢des abdominais e diarreia. Alguns animais também
apresentaram cegueira e hemorragia intestinal. Na dose de 6,25,mg/kg os animais
apresentaram leves sinais de toxicidade nas 24h seguintes a administra¢ao, mas uma parte
do grupo morreu em menos de 48h. J4 nas doses de 3 e 1,5mg/kg houve apenas leve
toxicidade no tratamento agudo. Por isso a dose maxima utilizada para o tratamento dos

animais foi de 4mg/kg.

10.2 Atividade anticancer em modelo de tumor de pata

A fim de verificar a atividade in vivo dos extratos mais ativos nos testes
antiproliferativos, foi utilizado o modelo de tumor de pata (Ehrlich). Como o tratamento foi
iniciado no terceiro dia apds inoculagdo das células tumorais, ficou garantido o inicio
desenvolvimento tumoral. Além disso, como os extratos foram administrados pela via
intraperitoneal, pdde-se avaliar se os principios ativos foram absorvidos e metabolicamente

ativos atingindo o tumor.

10.2.1 Atividade anticancer do CCEBAtot em modelo de tumor de pata

O efeito anticancer in vivo do extrato CCEBAtot (5, 10 e 20mg/kg), foi realizado
através da determinacdo do volume das patas dos animais em intervalos de 3 dias para
observar a evoluc¢do tumoral frente ao tratamento realizado. Do volume obtido a cada
medida, foi descontado o valor obtido com a mensuracdo do volume basal da pata, antes da

inoculagdo do tumor.
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Figura 55. Variacdo do volume tumoral induzido por células de Ehrlich em pata de camundongo
durante o tratamento com o extrato CCEBAtot de Croton campestris; * p < 0.05, ** p < 0.01,

*##%p<0,001. Duncan(Js test, p < 0.001 (ANOVA).

Através do teste de Duncan, as amostras foram comparadas estatisticamente ao
grupo salina (controle negativo). A partir do sexto dia de experimento, o volume do tumor
foi estatisticamente menor (Fig. 55) para as trés doses usadas no tratamento. No tltimo dia
de experimento, os animais foram eutanasiados e tiveram ambas as patas dos animais
foram retiradas e através da diferenca de massa entre elas e relacionando o peso corporal

do animal, foi estabelecido o peso relativo tumoral para os grupos (Fig. 57).
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Figura 56. Pata evidenciando a massa tumoral de animal ndo tratado (A), tratado com

quimioterdpicos doxorrubicina (B) e tamoxifeno (C) e tratado com 20mg/kg de CCEBAtot (D).

Visivelmente, os animais tratados com os quimioterdpicos e as diferentes doses do
CCEBAtot, especialmente para a maior dose, apresentaram massa tumoral menor que a o
grupo controle negativo (Fig. 57). A massa tumoral comparada ao grupo ndo tratado foi
reduzida em até 65,3% para o grupo tratado com 20 mg/kg.

Por se tratar de um extrato bruto e considerando que mesmo a menor dose de
Smg/kg apresentou diminui¢do significativa do desenvolvimento tumoral comparado ao
grupo nao tratado e semelhante aos quimioterdpicos ja utilizados na clinica, trata-se de
componentes ativos extremamente potentes, o que justifica a importincia de identificar
quais os principios ativos anticancer presentes.

Ao final do experimento, todas as doses foram efetivas comparadas ao controle
negativo com p<0,001, ou seja, mesmo na dose de Smg/kg a diferenca do volume tumoral
foi estatisticamente significativa. Portanto, pdde-se concluir que o extrato CCEBAtot foi
efetivo em produzir diminuicdo do crescimento tumoral com significativa poténcia,

corroborando com a continuidade dos estudos.

88



Reowltadas ¢ Discussio

0,030

0,025

C
= 0,020 -
o
S
=
K] 0,015
o
2
©
° 0,010
[
(7]
()
o

0,005

0,000 -

Figura 57. Peso relativo do tumor induzido por células de Ehrlich em pata de camundongo apés o
tratamento com o extrato CCEBAtot de Croton campestris; *** p < 0.001. DuncanlJs test, p <

0.001 (ANOVA).

Ao longo do experimento, 0s animais apresentaram sinais de toxicidade, com perda
de peso em todos os grupos experimentais (Fig.58), mas que também pode estar
relacionada ao desenvolvimento do tumor e ndo necessariamente as amostras utilizadas, ja
que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle ao final do

experimento.
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Figura 58. Variacdo do peso corporal dos grupos durante o tratamento com o extrato CCEBAtot de

Croton campestris. * p<0,05, ** p <0.01. Duncan[s test, p < 0.001 (ANOVA).

O aumento de peso dos 6rgdos quando associado as andlises histopatoldgicas,
podem indicar toxicidade. Por outro lado, esse fato pode ser resultado de resposta
adaptativa do organismo e nao necessariamente indicacio de toxicidade (Rhomberg et al.,
2007). Dessa forma, as andlises realizadas (Fig. 59) mostram diminuicao do peso de 6rgaos

como figado e bago, quando comparados aos controles.
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Figura 59. Peso relativo dos 6rgéos apds tratamento com o extrato CCEBAtot de Croton

campestris. * p<0,05, ** p <0.01. Duncan(Js test, p < 0.001 (ANOVA).

Como mostrado nas andlises de espectrometria de massas (Fig. 45), o CCEBAtot
apresentou massas correspondentes a duas substancias com atividade moluscicida ja
descritas para a C. campestris (Babili et al.,2006), os diterpenos velamona e velamolona.
Esses resultados, aliado ao perfil cromatogréifico para terpendides observado para extratos
e fracdes ativas (Fig. 41), sugerem que possa haver participagdo dessas substancias na

atividade anticancer observada.

10.2.2 Atividade anticancer do CCEBEtot em modelo de tumor de pata

A comparacdo da atividade anticancer in vivo do extrato CCEBEtot (25, 50 e
100mg/kg) e do CCEBAtot, foi realizada também em modelo de tumor de pata. Além
disso, esse novo experimento utilizando o CCEBAtot possibilitou a avaliacdo de
parametros hematologicos dos animais tratados. As doses escolhidas foram baseadas no
teste hipocratico feito para o extrato CCEBE que, como mostrado nas andlises de
espectrometria de massas, apresenta constituicdo semelhante ao CCEBEtot. Além disso,

como o experimento anterior foi realizado em fémeas, nesse novo experimento, onde foram
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utilizados machos, foi incluido um grupo tratado com 10mg/kg de CCEBAtot para tornar a
comparacgdo fiel além de possibilitar a avaliacdo de parametros hematoldgicos até entdo

nio realizados.
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Figura 60. Variacdo do volume tumoral induzido por células de Ehrlich em pata de camundongo
durante o tratamento com os extratos CCEBAtot e CCEBEtot de Croton campestris; * p < 0.05, **
p <0.01, ***p<0,001. Duncan(s test, p < 0.001 (ANOVA).

Ao final do experimento, a atividade antitumoral foi significativamente efetiva
apenas para a dose de 100mg/kg de extrato CCEBEtot (Fig. 60 e 61) e reproduziu a
resposta anterior para o extrato CCEBAtot na dose de 10mg/kg com redugdo de 36,6% do
desenvolvimento tumoral. Esse resultado indicou que os principios ativos antitumorais
estavam presentes em maior concentragdo no extrato CCEBAtot, visto que em uma dose
vinte vezes menor, foi capaz de inibir o desenvolvimento tumoral, quando comparado ao
tratamento com extrato CCEBEtot que reduziu a desenvolvimento tumoral
significativamente apenas na dose de 100mg/kg em 55,6%. Dessa forma, como um
solvente de polaridade intermedidria, o acetato de etila foi mais efetivo em extrair
componentes ativos, o que direcionou a pesquisa para elementos com essas caracteristicas

quimicas.

92



Reowltadas ¢ Discussio
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Figura 61. Peso relativo do tumor induzido por células de Ehrlich em pata de camundongo apds o
tratamento com os extratos CCEBAtot e CCEBEtot de Croton campestris; *p < 0.05 e ** p <
0.001. Duncan(ls test, p < 0.001 (ANOVA).

O CCEBEtot apresentou notdvel toxicidade especialmente verificada com a perda
de peso exacerbada dos animais (Fig. 62) e também verificada com a morte de animais ao

longo do experimento.
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Figura 62. Variacdo do peso corporal dos grupos durante o tratamento com os extratos CCEBAtot

e CCEBEtot de Croton campestris. *p<0,001. Duncanl]s test, p < 0.001 (ANOVA).
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De acordo com os resultados, ndo apenas a extragdo total feita com etanol 95% nao
foi efetiva para concentrar os ativos eficientemente, mas também extraiu constituintes mais

téxicos que o CCEBAtot.
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Figura 63. Peso relativo dos 6rgios apds tratamento com os extratos CCEBAtot e CCEBEtot de

Croton campestris. * p<0.05, ** p <0.01 e p<0.001. Duncan(]s test, p < 0.001 (ANOVA).

A alteragdo da massa relativa dos 6rgdos, alteracdes hematoldgicas e bioquimicas
sanguineas sdo sinais de toxicidade (Cunha et al., 2009). Como observado no tratamento
com o extrato CCEBAtot, houve diminuicdo das massas do figado e bagco nesse segundo
experimento (Fig. 63).

A quimioterapia tange a eficdcia e a toxicidade, por isso muitas vezes como
consequéncia desse tratamento, os pacientes apresentam uma série de dados alterados,
como € o caso do hemograma. Como observado nos graficos dos parametros
hematoldgicos (Fig.64), os leucdcitos totais apresentaram-se aumentados para o grupo
tratado com o extrato CCEBAtot e levemente aumentado nos animais tratados com

25mg/kg de extrato CCEBEtot.
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Figura 64. Hemograma do sangue total dos animais apds tratamento com os extratos CCEBAt e
CCEBEt de Croton campestris.: leucécitos totais (WBC), eritrécitos (RBC), hemoglobina (Hbg),
hematdcrito (Hect), MCV (volume corpuscular médio), MCH (hemoglobina corpuscular média),
MCHC (concentra¢do da hemoglobina corpuscular) e plaquetas (Ptl). * p < 0.05, ** p < 0.01, ***
p<0.001. Duncan(s test, p < 0.001 (ANOVA).

Por atuar em células com taxas elevadas de divisdo celular, os quimioterdpicos
acabam atuando também em células ndo neopldsicas tais como trato gastrointestinal,
foliculos pilosos, gonadas e as da medula 6ssea (Souza et al., 2008). Por isso, valores de
leucécitos geralmente encontram-se diminuidos pela depressao da produgao de precursores
da linhagem hematopoiética causada como efeito colateral do uso de diversos
quimioterapicos. No entanto, comparados ao controle negativo os animais tratados com
CCEBAtot e CCEBEtot 25mg/kg, apresentaram valores elevados de leucdcitos. A
leucocitose, apesar de ser comum em processos infecciosos, nesse caso, pode tratar-se de
“efeito rebote”, ou seja, um efeito do tipo hormético, quando doses baixas de uma
substancia toxica estimulam uma resposta adaptativa. Nesse caso, doses mais elevadas do
extrato bruto foram téxicas o suficiente para causar leucopenia, como observado em
diversos tratamentos, principalmente na quimioterapia. Na dose de 10mg/kg de CCEBAtot
e na menor dose de CCEBEtot, houve um aumento significativo na produc¢do de leucdcitos.
Isso pode ser explicado a medida que a medula, ao ser prejudicada pela toxicidade do
tratamento ainda com uma baixa dose, eleva sua producdo de leucdcitos de forma a

compensar a perda dessas células, resultado do efeito rebote. Na medida em que as doses

foram aumentando esse efeito desapareceu.
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Com relacdo a série eritrocitdria, o volume corpuscular médio (MCV) apresentou-se
diminuido para os grupos tratados com os extratos CCEBAtot e CCEBEtot (50 e
100mg/kg), revelando uma tendéncia a anemia microcitica o que estd relacionado com o
aumento da concentragdo da hemoglobina corpuscular (MCHC) nesses mesmos grupos. Ou
seja, os eritrocitos apresentaram-se diminuidos, mas a concentracdo de hemoglobina
corpuscular presente nessa série manteve-se constante o que elevou o parametro de
MCHC.

A diminuicdo plaquetdria, frequentemente observada nos pacientes tratados por
quimioterapia devido a supressdo medular, ndo foi observada para os grupos
experimentais. De forma oposta, para os grupos tratados com CCEBAtot e CCEBAtot nas
maiores doses observou-se um estado de plaquetose, o que foi coerente com os resultados
da série leucocitica, uma vez que a producdo dessas células estd relacionadas com a
producdo medular. Além disso, a disfuncdo esplénica observada com a diminui¢do do

orgdo pode ter contribuido para o aumento no nimero de plaquetas.

10.2.3 Atividade anticancer da fracdo CFgbl4 em modelo de tumor de pata
Ap6s o fracionamento do CCEBAtotq, a fim de obter massa para a execucao de um
teste anticincer in vivo, a fracdo CFgbl4 por sua excelente atividade no teste
antiproliferativo e seu perfil cromatogrifico mais purificado, foi eleita para o tratamento no
modelo murino de tumor sélido de Ehrlich, a fim de verificar sua atividade sistémica.
Como no teste hipocratico os animais apresentaram respostas toxicas em doses mais altas,

foram escolhidas doses minimas para o tratamento.
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Figura 65. Variacdo do volume tumoral induzido por células de Ehrlich em pata de camundongo
durante o tratamento com a fracdo CFgbl4 de Croton campestris; ** p < 0.01, ***¥p<0,001.
Duncan(s test, p < 0.001 (ANOVA).

Ao final do experimento, a atividade antitumoral foi significativamente efetiva para
todos os grupos tratados, com a CFgb14 e doxorrubicina. Confirmando o efeito potente
observado no teste antiproliferativo, a fracdo CFgbl4 apresentou excelente atividade
anticancer in vivo, pois a dose de 1mg/kg foi efetiva contra a evolug@o tumoral. O volume
tumoral comparado ao grupo nao tratado foi reduzido em até 22,5% para o grupo tratado
com 4mg/kg. Essa atividade foi obtida com uma dose muito baixa de uma fracdo que ainda

ndo esta pura, revelando a presenga de principios ativos de elevada poténcia.
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Figura 66. Peso relativo do tumor induzido por células de Ehrlich em pata de camundongo ap6s o
tratamento com a fracdo CFgb14 de Croton campestris; *p < 0.05, ** p < 0.01 e *** p < 0.001.
Duncanl]s test, p < 0.001 (ANOVA).

A inibicdo do crescimento tumoral foi semelhante entre os grupos tratados, como
observado na figura 66. No entanto o peso relativo do tumor mostrou-se diminui¢do
inversamente proporcional as doses utilizadas ao longo do experimento. Isso pode ser
explicado pela maior perda de peso nos grupos tratados com as doses mais elevadas, pois,

quanto maior a massa corporal, menor o peso relativo tumoral.
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Figura 67. Variacdo do peso corporal dos grupos durante o tratamento com a fracdo CFgb14 de

Croton campestris. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. Duncan(Js test, p < 0.001 (ANOVA).

A perda de peso foi global entre os grupos, especialmente os grupos experimentais
tratados com as maiores doses, o que reflete a toxicidade do tratamento, como observado
para os animais tratados com os extratos brutos. O processo de fracionamento, ao diminuir
a concentracdo de substancias toxicas, contribuiu para a melhoria da atividade e
diminuicdo dos efeitos colaterais indesejados no tratamento dos animais. Isso demonstra o
sucesso do processo de purificacdo e incentiva a continuidade dos estudos visando a

identifica¢do dos componentes anticancer envolvidos.
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Figura 68. Peso relativo dos 6rgdos ap6s tratamento com a fracdo CFqb14 de Croton campestris. *

p<0.05 e ** p < 0.01. Duncan[’s test, p < 0.001 (ANOVA).

De modo geral, os 6rgdos ndo apresentaram grandes alteracdes o que comprova a
diminuicdo dos efeitos toxicos observados nos extratos brutos ja que a alteracdo na massa

relativa pode significar toxicidade (Cunha et al., 2009).
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Figura 69. Hemograma do sangue total dos animais apds tratamento com a fragdo CFgbl4 de
Croton campestris: leucdcitos totais (WBC), eritrécitos (RBC), hemoglobina (Hbg), hematdcrito
(Hct), MCV (volume corpuscular médio), MCH (hemoglobina corpuscular média), MCHC
(concentrag@o da hemoglobina corpuscular) e plaquetas (Ptl). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p<0.001.
Duncanl]s test, p < 0.001 (ANOVA).

Os resultados observados para leucécitos acompanharam a tendéncia observada nos

grupos tratados com os extratos brutos ja apresentados, o que sustenta a leucocitose como

um dos efeitos gerados por doses baixas dos principios ativos de C. campestris.
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Com excecdo do volume corpuscular médio (MCV) e da concentracio da
hemoglobina corpuscular (MCHC) que se apresentaram alterados, os outros parametros
eritrocitarios apresentaram-se normais quando comparados ao controle positivo. Além
disso, o grupo tratado com doxorrubicina apresentou sinais de toxicidade uma vez que os
parametros hematoldgicos indicaram anemia, o que € coerente com a mielosupressdo
causada pelo uso desse farmaco (Coppoc, 1992). Houve também um aumento exacerbado
de plaquetas que nao foi observado anteriormente podendo ser sinal de toxicidade.

Ao comparar os resultados do hemograma para animais tratados com a CFgb14 e
com os animais tratados com os extratos brutos de C. campestris, especialmente para os
resultados de plaquetas, observa-se que o aumento observado nos grupos tratados com o
extratos nao se reproduziu nos animais tratados pela fracdo. Isso mostra que ao longo do
processo de fracionamento, as substancias responsaveis pela plaquetose foram perdidas o
que pode prevenir futuros processos tromboliticos. Além disso, a massa dos 6rgaos dos
grupos tratados com a fragdo apresentou valores iguais aos do grupo nao tratado, o que
também corrobora com a diminuicao da toxicidade.

Do ponto de vista clinico, como todo e qualquer desvio dos parametros normais, as
alteracoes observadas sdo dignas de maiores investigagdes. Do ponto de vista
farmacoldgico, as alteragdes hematoldgicas observadas somadas aos resultados de inibi¢do
tumoral observados, classificam o extrato CCEBAtot e a fracio CFgqb14 como excelentes
candidatos a outros estudos que corroborem com o uso de seus componentes no tratamento
do cancer. Isso por que, diferentemente de muitos quimioterdpicos utilizados na clinica, a
supressao na produgdo de leucdcitos nao foi observada nos grupos experimentais.

Portando, os resultados obtidos nesses estudos sugerem alta poténcia dos ativos
envolvidos o que corrobora com a continuagdo dos estudos a fim de verificar a acdo
anticancer em outros modelos murinos. Além disso, a confirmacdo dos componentes
quimicos envolvidos na atividade antitumoral propiciard o isolamento e aplicacdo do

mesmo em estudos futuros para a elucidacdo do mecanismo de a¢do envolvido.
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Conclusoes

- O extrato CCEBAtotq e a fracio CFgbl4 de Croton campestris apresentaram
melhor efeito antiproliferativo in vitro e sua atividade antitumoral foi confirmada in vivo,

demonstrando atividade sistémica através da inibi¢do do crescimento tumoral.

- Dentre os métodos testados, o melhor método de extra¢do para prosseguir com 0s
estudos foi a extragdo total por acetato de etila bem como o fracionamento por coluna

filtrante, utilizando as folhas secas e moidas de Croton campestris.

- Os extratos avaliados in vivo apresentaram toxicidade, que é comum para agentes
quimioterdpicos. No entanto, essa toxicidade foi diminuida pelo processo de purificacio,

sugerindo a eliminac@o de substincias toxicas sem atividade antiproliferativa.

- As células NCI-H460 (pulmdo) que apresentaram seletividade para extratos e
fragdes ao longo do estudo, foram tratadas com a fragdo CFgb14 e apresentaram marcagao

de morte POr necrose.

- A atividade antiproliferativa e o potente efeito antitumoral incentivam a
continuidade dos estudos a fim de identificar os principios ativos e elucidar seus

mecanismos de a¢cdo anticancer.
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Anexo 1

A escolha do método de extragdo

Diferentes metodologias foram empregadas a fim de encontrar a melhor forma de
obtencdo de extratos, obtendo um rendimento satisfatério sem prejudicar os ativos contidos
nos produtos a serem testados farmacologicamente e processados para a caracterizacao dos
bioativos. As extragdes foram realizadas utilizando-se folhas frescas e secas, por método a

frio e a quente (Soxhlet) e utilizando solventes de diferentes polaridades.

1.1 Obtencao dos Extratos Brutos

Folhas frescas (9,13g) e secas (99,95g) moidas foram extraidas a frio por maceragdo
dindmica com diclorometano resultando em 0,15g (1,67%) de CCEBDf e 5,87g (5,87%) de
CCEBDs. Ao residuo da extracdo com diclorometano foi aplicado nova extracdo com
etanol 95% resultando em 0,41g de extrato bruto etandlico de folhas frescas (CCEBEY) e
6,04g de extrato bruto etandlico de folhas secas (CCEBEs), com rendimento de 4,49% e
6,04% respectivamente.

Através de cromatografia de camada delgada (Fig. 70), os perfis dos extratos foram
avaliados e notou-se uma pequena variacao entre os extratos etandlicos extraidos de folhas
frescas e secas. No entanto, como descrito a seguir, nos testes antiproliferativos in vitro nao
houve diferencas significativas entre os quatro extratos testados o que, juntamente com a
vantagem do maior rendimento e viabilidade de armazenamento, fez com que as folhas

secas fossem selecionadas para dar continuidade ao trabalho.
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Figura 70. Perfil observado por cromatografia de camada delgada dos extratos brutos
diclorometanicos (CCEBD) e etandlicos (CCEBE) de folhas secas (S) e frescas (F) de Croton

campestris. Uso de diclorometano/metanol 99:1 como fase mével e anisaldeido como revelador.

De acordo com o perfil cromatografico semelhante entre os dois extratos, sugeriu-se
a inclusdo de uma etapa intermedidria de extragdo utilizando um solvente de polaridade
intermedidria, o acetato de etila, a fim de separar de forma mais efetiva os grupos quimicos
de polaridade. Nesse segundo processo de extragdo foram utilizados 184g de folhas secas
moidas, obtendo-se 5,74g (3,13%) de extrato bruto diclorometanico (CCEBD), 1,15¢g
(0,62%) de extrato bruto por acetato de etila (CCEBA) e 15,71g (8,54%) de extrato bruto
etandlico (CCEBE).

Como os trés extratos ainda apresentavam atividade antiproliferativa notdvel,
optou-se por realizar extracdo por sistema sohxlet a fim de melhorar o processo de
extracdo, com esgotamento dos constituintes e aumento do rendimento. Folhas secas
moidas (24,73g) foram extraidas e foram obtidos 1,40g (5,66%) de extrato bruto
diclorometanico a quente (CCEBDq), 0,30g (1,23%) de extrato bruto por acetato de etila a
quente (CCEBAQq) e 2,90g (11,74%) de extrato bruto etandlico (CCEBEq). Através de

CCD, foi observado, ainda que com menor intensidade pela diluicdo das amostras, um
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perfil cromatogrifico semelhante entre os extratos obtidos a quente e a frio (Fig. 71).
Observou-se maior seletividade para os extratos obtidos a frio do que com as amostras por
extracdo a quente. Esse fato, somado ao aumento do rendimento obtido por esse método de
extracdo, mostrou que esse protocolo extrativo é elegivel para utilizacdo desde que

acompanho de controle do perfil cromatogréfico.
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Figura 71. Perfil observado por cromatografia de camada delgada dos extratos brutos
diclorometanicos (CCEBD), acetato de etila (CCEBA) e etandlicos (CCEBE) obtidos a frio e a
quente (q) de Croton campestris. Uso de diclorometano/ metanol 99:1 como fase moével e

anisaldeido como revelador.

Como o perfil cromatogrifico mostrou grande semelhanga entre os extratos
CCEBD e CCEBA (Fig. 71) aliado a atividade antiproliferativa in vitro parecida, decidiu-
se por realizar uma extracdo a frio total com acetato de etila, de forma a obter uma maior
massa que possibilitasse o inicio do processo de fracionamento, como foi descrito na

Metodologia do trabalho.
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1.2 Atividade antiproliferativa in vitro dos extratos brutos

Os gréficos abaixo relacionam a porcentagem de crescimento € a concentragdo das
amostras testadas, evidenciando a acdo dos extratos de C. campestris sobre a cultura de
células tumorais humanas, como descrito na Metodologia. Os valores entre 100% e 0
representam inibicdo de crescimento enquanto os valores negativos representam morte
celular, pois a quantidade de células (dosagem de proteinas coradas por absorbincia,
inferindo sobre a quantidade de células ao final do experimento) nesse caso, € menor do
que aquela que iniciou o experimento, ou seja, a quantidade de células analisadas na placa
To.

A atividade anticancer dos extratos CCEBD e CCEBE de folhas frescas e secas C.

campestris sdo mostradas nas figuras de 72 a 75.
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Figura 72. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com extrato bruto diclorometanico
das folhas frescas de Croton campestris (CCEBDf) em cultura de células tumorais e linhagem

Vero.
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Figura 73. Atividade antiproliferativa apés tratamento de 48h com extrato bruto diclorometanico

das folhas secas de Croton campestris (CCEBDs) em cultura de células tumorais e linhagem Vero.
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Figura 74. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com extrato bruto etandlico das

folhas frescas de Croton campestris (CCEBE(f) em cultura de células tumorais e linhagem Vero.
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Figura 75. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com extrato bruto etandlico das

folhas secas de Croton campestris (CCEBEs) em cultura de células tumorais e linhagem Vero.

Por apresentar um perfil citostatico, ou seja, de inibicdo de crescimento e com
atividade citocida apenas para algumas linhagens e na maior concentracdo, o parametro
comparativo ideal a ser utilizado para as andlises foi o Glsg, ou seja, a concentragao de

amostra necessaria para inibir a proliferacao celular em 50%.

Tabela 14. Valores de G5, (concentracdo inibitéria 50% crescimento) dos extratos
diclorometanicos (CCEBD) e etandlicos (CCEBE) antes (f) e ap6s secagem (s).
UACC- MCF-7 NCI/ADR- 786-0 NCI- PC-3 HT29 K-562 Vero

62 RES H460
CCEBDf 710 2695 27,28 2,77 0,10 11,72 6,25 0,00 27,15
CCEBDs 18,27 9871 501 323 001 17,05 6763 0,00 13,47
CCEBEf

2627 28,36 1123 295 023 3033 2604 0,15 2500
CCEBEs 2970 3243 657 520 083 8442 1532 048 52,10

De acordo com os valores da tabela 14, podemos observar que, de maneira geral, os
perfis de atividade antiproliferativa dos extratos obtidos a fresco e com as folhas secas nao
foram acentuadamente diferentes, com excecdo da linhagem NCI/ADR-RES na qual os

extratos diclorometanicos e etandlicos obtidos das folhas secas apresentaram valores de
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Glsp de 5,01 e 6,57ug/mL respectivamente, mostrando melhor atividade que nos extratos
obtidos das folhas frescas. J4 com relacdo a acdo diferenciada sobre as linhagens, a
seletividade foi evidente para as linhagens 786-0 (rim) e NCI-H460 (pulmao). Ambos os
extratos apresentaram atividade citostdtica, isso indica que podem existir diferentes
componentes quimicos ativos, isto €, com diferentes polaridades ou mesmo que uma
porcdo dos componentes caracteristicos do extrato diclorometinico ndo foi esgotado
completamente e permaneceu no segundo extrato.

Os extratos obtidos em nova extracdo pelo método a frio ja descrito e por sistema

Soxhlet utilizando também acetato de etila como solvente de polaridade intermedidria,

foram testados em outro experimento antiproliferativo que estdo relacionados nas figuras
de 76 a 84.
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Figura 76. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com extrato bruto diclorometanico

das folhas secas de C. campestris (CCEBD) em cultura de células tumorais e linhagem Vero.
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Figura 77. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com extrato bruto diclorometanico

obtido por extracdo a quente das folhas secas de C. campestris (CCEBDq) em cultura de células

tumorais e linhagem Vero.
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Figura 78. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com extrato bruto por acetato de

etila das folhas secas de C. campestris (CCEBA) em cultura de células tumorais e linhagem Vero.
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Figura 79. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com extrato bruto obtido por

extragcdo a quente por acetato de etila das folhas secas de C. campestris (CCEBAQ) em cultura de

células tumorais e linhagem Vero.
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Figura 80. Atividade antiproliferativa apds tratamento de 48h com extrato bruto etandlico das

folhas secas de C. campestris (CCEBE) em cultura de células tumorais e linhagem Vero.
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Figura 81. Atividade antiproliferativa ap6s tratamento de 48h com extrato bruto etandlico obtido

por extracdo a quente das folhas secas de C. campestris (CCEBEq) em cultura de células tumorais e

linhagem Vero.

Houve uma tendéncia dos extratos obtidos a frio apresentarem maior seletividade
do que os extratos obtidos a quente, mas de forma geral, os perfis antiproliferativos foram
bem semelhantes. No entanto, algumas linhagens especialmente NCI/ADR-RES,
apresentaram menor valor de Gls, para os extratos obtidos a quente, que pode ser resultado
de maior concentracdo de certos componentes ativos, otimizada por essa extracdo mais
vigorosa.

Com a andlise do GIsy das linhagens testadas (Tab. 15) verificamos a confirmacgao

da seletividade para 786-0 e NCI-H460, além de seletividade mostrada para a linhagem
PC-3.
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Tabela 15. Valores de Gls, (concentragdo inibitéria de 50% do crescimento) dos extratos

diclorometanicos (CCEBD), por acetato de etila (CCEBA) e etandlicos (CCEBE) obtidos a quente
(q) e a frio (f).

UACC- MCF- NCIUAD 786~ NCIL- OVCAR-

U251 62 7 R-RES 0  H460 PC3 3 HT29 Vero
CCEBD 5131 5250 15730 991 0,00 000 0,17 24059 >250 124,96
CCEBDG 2934 14919 8603 2694 000 000 014 1445 51,06 39.87
CCEBA 017 4272 5187 LI6 000 0,09 002 3233 15654 3899
CCEBAG 2650 2680 2771 031 693 049 0,63 2950 2809 414l
CCEBE 5795 5250 250 4189 025 745 3,58 044 103,66 >250
CCEBEQ 1490 3508 3062 2479 132 289 218 2697 2753 39,17

Como foi observado nos graficos acima, os extratos diclorometanicos e obtidos por
acetato de etila apresentaram atividade antiproliferativa muito semelhante o que corroborou

para a realizacdo da extragdo total por acetato de etila, descrito na Metodologia.
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Anexo 2
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CEUA/Unicamp

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 2280-1, sobre "Avaliagdo da atividade de
extratos do género Croton sobre modelo de Tumor Sélido de Ehrlich", sob a

responsabilidade de Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho /| Paula Araujo

Monteiro, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA), tendo sido
aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUA/Unicamp em 18 de
outubro de 2010 i

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 2280-1, entitled " " s in
agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - Unicamp) on October 18, 2010.

Campinas, 18 de outubro de 2010.

r e i, f ?.._a MZ.(M [\5 W)
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/I;rofa. Dra. An ria A. Guaraldo Fatima Alonso

Presidente Secretaria Exetiitiva

CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail. comisib@unicamp br
13083-970 Campinas. SP — Brasil hitp /www ib.unicamp briceea/
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CEUA/Unicamp

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 2281-1, sobre "Teste de toxicidade aguda de

extratos e fracoes do género Croton", sob a responsabilidade de Prof. Dr.
Joao Ernesto de Carvalho / Paula Aratjo Monteiro, estd de acordo com os

Principios Eticos na Experimentagao Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica
no Uso de Animais — CEUA/Unicamp em 18 de outubro de 2010

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 2281-1, entitled " "isin

agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - Unicamp) on October 18, 2010.

Campinas, 18 de outubro de 2010.

|
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'\'\JL
Profa. Dra. AnaMéra A. Guaraldo Fatima Aloriso

Presidente Secretaria Executiva

CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail. comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP - Brasil http://www ib unicamp, br/ceea/
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“ATIVIDADE ANTICANCER DE EXTRATOS E FRACOES OBTIDOS DE Croton campestris A.St.-
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