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1.Resumo

A Kielmeyera coriacea Mart & Zucc (Clusiacea), conhecida popularmente como Pau-
Santo (Alves e col., 2000), foi uma das espécies do Cerrado que apresentou atividade
antiproliferativa significativa em ensaios preliminares, sendo entdo selecionada para
este estudo. Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade anticancer, isolar e
identificar os principios ativos desta espécie. O extrato bruto diclometanico obtido a
quente (EBDQ) apresentou atividade antiproliferativa (in vitro), portanto foi submetido
ao fracionamento cromatografico com biomonitoramento através do teste de atividade
anticancer em cultura de células tumorais humanas. Desse fracionamento obteve-se
sete fragdes: de F1 a F7. A fragcdo F7 mostrou melhor atividade antiproliferativa,
apresentou inibigdo de crescimento e morte celular para a maioria das linhagens com
boa correlagédo entre concentragdo e efeito, elevada poténcia e seletividade para
mama, prostata, ovario e ovario resistente. Na avaliagdo in vivo, os camundongos
(balb/c) sofreram implante de fibras semipermeaveis (Hollow Fibers) contendo em seu
interior linhagens tumorais humanas (Hollingshead e col.,1995). - mama, ovario
resistente e ovario. Assim, o tratamento com a fragao 7, reduziu a densidade celular da
linhagem de mama em 61% quando as fibras foram implantadas no abdémem (i.p),
enquanto que a doxorrubicina, a droga padréo, mostrou redugao de 44%. Nas fibras
subcutaneas, a Fragdo 7 mostrou redugdo de 44%, mesmo valor obtido pela
doxorrubicina. No cancer de ovario, tanto a Fragao 7 quanto a doxorrubicina mostraram
inibicdo significativa apenas nas fibras intraperitoneais. Os resultados obtidos in vitro
foram reproduzidos in vivo sugerindo que os principios ativos tém condi¢cdes de
alcangar a circulacdo e chegar em diferentes locais do organismo. Com isso, a
identificacdo dos principios ativos responsaveis por essa atividade tomou-se
fundamental. Desse modo, a fracdo 7 foi submetida a diversos procedimentos
cromatograficos, originando trés fragdes que foram biomonitoradas pelo teste de
citotoxicidade. A Fracado Beta (Fr B) produziu inibicdo do crescimento e morte celular
para a maioria das linhagens, com boa correlagdo entre concentracado e efeito com

seletividade para ovario, mama e prostata. O padrao de seletividade para as linhagens
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que sofrem influéncias de esterdides sexuais foi a principal caracteristica destas duas
fragdes. A analise de espectro de massas (Mahato e col., 1994, 1997) sugeriu-se que a
fracao B € uma mistura de triterpenos pentaciclicos de esqueleto oleanico e ursdlico.
Posteriormente, foi a avaliada a interferéncia do Oxido nitrico sobre a atividade
antitumoral, pois este possui atividade antitumoral dependente da concentragéao (Floyd
e col, 2007). A fragédo 7 foi avaliada em cultura de mama previamente tratadas com L-
NAME, inibidor da enzima o6xido nitrico sintetase, e LPS (Lipopolissacarideos de E.
coli), que estimula a produgdo de o6xido nitrico. Os resultados demonstraram que a
atividade foi reduzida na presenca de bloqueio da sintese de NO e estimulada pelo
LPS, sugerindo a participacao do 6xido nitrico no mecanismo de agao dos principios
ativos da fragdo 7. Também foi avaliado os efeitos citotdxicos dessa fragdo em células
nao-cancerigenas (fibroblastos) (Jorge e col., 2008). Dessa maneira, concluiu-se que
embora tenha atividade antiproliferativa para linhagens celulares cancerigenas, nao é

citotdxica para células “normais”.
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2. Abstract

Kielmeyera coriacea Mart. (Clusiacea), popularly known as Pau-Santo (Alves et al.,
2000), was one of the Cerrado species that showed significant antiproliferative activity in
previous tests and therefore was selected for this study. Activity guided fractionation of
the crude dichloromethane extract was undertaken to isolate and identify the active
compounds involved with the antiproliferative activity. Of seven fractions separated,
fraction F7 presented best antiproliferative activity, showed inhibition of growth and cell
death for most cell lines with good correlation between concentration and effect, high
potency and selectivity for breast, prostate, ovarian and breast resistant to multiple-
drugs. For in vivo evaluating, mice (balb /c) had i fibers (Hollow Fibers) containing
human tumor lines implanted(Hollingshead et al., 1995) - Breast, ovarian and ovarian
resistant to multiple drugs. Thus, treatment with fraction 7, reduced the cell line density -
breast by 61% when the fibers were implanted in the abdomen (ip), whereas
doxorubicin, the standard drug, showed reduction by 44%. With subcutaneous fibers,
Fraction 7 showed reduction by 44%,which was the same value obtained by
doxorubicin. With ovarian cancer lines, both Fraction 7 and doxorubicin showed
significant inhibition only on abdomen fiber. The in vitro results were reproduced by in
viv experimentso, suggesting that the active compounds are able to achieve different
body locations. Fractionation of fraction by column chromatography Fr7 provided three
nain fractions. The most polar of the trhee fractions, Fr 3, produced growth inhibition
and cell death for most cell lines (in vitro), with good correlation between concentration
and effect with selectivity for ovarian, breast and prostate. Cell line selectivity was
observed for steroidal hormone type compounds. Analysis of Fr B demonstrated that
this fraction is a mixture of oleaonic and ursolic acid type skeletons (Mahato e col.,
1994, 1997). Subsequently, nitric oxide interference was evaluated for antitumor activity
(Floyd et al, 2007). Fraction 7 previously treated with L-NAME, an inhibitor of nitric oxide
synthase enzyme, LPS (lipopolysaccharide of E. coli), which stimulates the production
of nitric oxide was assessed in vitro (breast). The results demonstrated reduction of was
NO synthesis and stimulated by LPS, suggesting nitric oxide to be involved with the
mechanism of action. Evaluation of fraction 7 on fibroblast proliferation proved not to be

very cytotoxic to “normal” cells (Jorge, 2008).
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3. Introducdo

Nos paises mais desenvolvidas do mundo, o cancer € a segunda causa de morte da
populagéo, superada somente pelas doengas cardiovasculares (Grunfeld e col. 2004).
No Brasil, as estimativas para o ano de 2008 e validas também para o ano de 2009,
apontam que ocorrerdao 466.730 casos novos de cancer. Os tipos mais incidentes, a
excecao do cancer de pele do tipo ndo melanoma, sdo os canceres de prostata e de
pulm&o no sexo masculino e os canceres de mama e de colo de utero no sexo feminino.
Com a queda da mortalidade por doencgas infecciosas, tem-se observado o mesmo perfil
que paises desenvolvidos. Diante deste cenario fica clara a necessidade de
continuidade em investimentos no desenvolvimento de agdes abrangentes para o
controle do cancer, nos diferentes niveis de atuagdo, como: na pesquisa, na vigilancia,
na mobilizagao social, na detec¢ao precoce, na promoc¢ao da saude, na assisténcia aos
pacientes, e na gestao do SUS (INCA, 2008).

As causas de cancer sao variadas, podendo ser externas ou internas ao organismo,
estando ambas inter-relacionadas. As causas externas relacionam-se ao meio
ambiente e aos habitos ou costumes proprios de um ambiente social e cultural. As
causas internas s&o, na maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas. Esses
fatores causais podem interagir de varias formas, aumentando a probabilidade de
transformacbdes das células normais tornando-a sem controle do seu crescimento
(Thiébaut e col., 2006; Inca, 2008). De todos os casos, a grande maioria dos canceres
esta associada a fatores ambientais. Alguns deles sdo bem conhecidos: o cigarro pode
causar, principalmente, cancer de pulmao, a exposigcao excessiva ao sol pode causar
cancer de pele. Outros estdo em estudo, tais como alguns componentes dos alimentos
que ingerimos, e muitos sdo ainda completamente desconhecidos. Outro fator
importante, € que com o envelhecimento do organismo aumenta a suscetibilidade de
desenvolver doenga neoplasica. Isso, somado ao fato de as células das pessoas
idosas terem sido expostas por mais tempo aos diferentes fatores de risco para cancer,
explica em parte o porqué do cancer ser mais freqiente nesses individuos. Os fatores

de risco ambientais sdo denominados cancerigenos ou carcinogénicos que atuam
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alterando a estrutura genética (DNA) das células (Verweij e Jonge, 2000; Ballard-
Barbash e Mctierman, 2007; Inca, 2008).

O surgimento da neoplasia depende da intensidade e duracdo da exposicdo das
células aos carcinégenos. Por exemplo, o risco de uma pessoa desenvolver cancer de
pulmado é diretamente proporcional ao numero de cigarros fumados por dia e ao
numero de anos que ela vem fumando (Inca, 2008). No entanto, fatores genéticos
associados aumentam a probabilidade do desenvolvimento dessa patologia. De acordo
com pesquisas publicadas pelas revistas cientificas “Nature” e “Nature Genetics”, o
risco de uma pessoa ter cancer no pulméao, dependeria de variagbes genéticas
individuais no cromossomo 15. Segundo estes estudos, um fumante que possui esta
variagao genética tem 80% mais chances de desenvolver cancer no pulméo, do que um
fumante que nao apresenta tais variagdes. A regido do cromossomo 15, identificada
por estes estudos, contém genes de receptores de nicotina que poderiam
desempenhar um importante papel no desenvolvimento do cancer por favorecer a
fixacdo da nicotina nas células, assim como de outros produtos téxicos. Esses
resultados poderao abrir novos caminhos para desenvolvimento de novas drogas e
terapias (Chanock e Hunter, 2008; Hung e col., 2008).

O Desenvolvimento Tumoral

Cancer ou Neoplasia € o0 nome dado a um conjunto de mais de 100 doencgas,
caracterizada pelo crescimento descontrolado de células em virtude do desvio dos
mecanismos de controle que controlam a proliferagéo e a diferenciagéo celular (Alberts,
2004). Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas por
formar metastases, determinando a formag¢ao de neoplasias malignas. Por outro lado,
um tumor benigno € uma massa localizada de células que se multiplicam

vagarosamente e se assemelha ao seu tecido original (Almeida e col., 2005).
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As causas do desenvolvimento de canceres, normalmente resultam de agressdo ao
genoma celular, com alteragdes do DNA (mutagdes) ou expressdo anémala de genes
normais. Tais alteragbes levam a ativagdo ou inativagcdo de genes que coordenam
funcdes como proliferacdo, diferenciagdo e apoptose. As mutagbes afetam duas
grandes classes de genes: genes de proliferagao, que codificam proteinas envolvidas na
divisdo celular e genes antiproliferacdo, que codificam proteinas que suspendem o ciclo
celular (Alberts, 2004). Por exemplo, inativagdo dos genes supressores de tumor (p53,
RB1); ativagdo de oncogenes - myc,myb,src,ras,fos - genes de proliferagcdo que

sofreram mutagédo (Semenza, 2007).

O Ciclo Celular

Existem diversos mecanismos moleculares que estao envolvidos na transformacgao da
célula normal para a célula maligna, mas a maior parte deles interfere na divisao celular
e, por isso o conhecimento do ciclo celular € importante para compreender a etiologia do
cancer (Li e col., 2006). A célula em repouso (que nao esta se replicando no momento)
esta na fase GO, onde o DNA apresenta-se super-enovelado, com atividade nuclear
baixa. Desse estagio passa-se para a fase G1, caracterizada por expressao de genes e
sintese de proteinas, preparando para a Fase S, onde a célula replica seu DNA. Na
Fase G2, ha sintese de componentes para a mitose (a célula novamente cresce e
sintetiza proteinas). Logo apos a G2, entra-se na fase M (mitose) - fase na qual a célula
aumentada finalmente se divide ao meio, para produzir duas células-filhas com igual
numero de cromossomos, finalizando o ciclo de replicagao celular, retornando entao, a
fase GO (em repouso). A célula tumoral nao finaliza esse ciclo (nao retorna a fase G0),

assim passa da fase M para nova fase G1 (Alberts, 2004; Aimeida e col., 2005).

Esses eventos celulares devem ocorrer em uma ordem fixa, portanto, a célula
apresenta um sistema-controle que assegura a progressao correta pelo ciclo, ativando
ou inativando enzimas e proteinas responsaveis por esta progressao. Essa regulagéo
se faz por meio de “freios moleculares”, que podem parar o ciclo em varios “pontos de
checagem”, que evitam o proximo passo do ciclo antes do término do estagio

precedente (Alberts, 2004). Por exemplo, os fatores de crescimento e os produtos de
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oncogenes ativam a multiplicacdo celular, enquanto que o0s genes supressores
tumorais, sao controles que detém a replicacédo celular quando ha dano no DNA, para
que seja reparado. Outro mecanismo regulador € a apoptose que consiste em um
mecanismo pelo qual a célula promove a sua autodestruicdo de modo programado,
sem causar dano ao tecido. Portanto, a importancia desse mecanismo no organismo, é
controlar a densidade populacional de células, deletando células danificadas,
impedindo-as de se transformarem em células tumorais (Li e col., 2006; Bonnet e col.,
2007).

Muitos quimioterapicos exercem sua agao sobre as células que se encontram no ciclo
celular, como por exemplo, os alcaléides da vinca que agem pela inibigdo do fuso
mitético, ligando-se as tubulinas e interrompendo a divisdo celular na metafase. (Li e
col.,, 2006). Os agentes antimetabdlicos bloqueiam a sintese de DNA, portanto séo
restritos a fase S do ciclo celular. Como exemplo dessa classe de quimioterapicos pode-
se citar os antagonistas das pirimidinas (fluorouracil-5); mercaptoprinas (analogos das

purinas) (Almeida e col., 2005).

Caracteristicas das Células Tumorais

As células tumorais apresentam caracteristicas que as distinguem das células normais,
como por exemplo: proliferacdo descontrolada, indiferenciacdo, perda da funcao,
invasdo/metastase, angiogénese (Hemminki e Mutanen, 2001). S&o menos
especializadas nas fungbes que as suas correspondentes normais e
consequentemente os tecidos invadidos também vao perdendo suas fungdes em
virtude da auséncia de diferenciacao e proliferagcdo descontrolada (Degos, 1995).
Dessa forma, compostos capazes de induzir a diferenciacdo sdo uma boa alternativa
para o tratamento de cancer (Kong G, 1999). As metastases se formam a partir de
células que se desprenderam do tumor primario e alcangcam outros locais através dos
vasos sanguineos ou linfaticos (Semenza, 2007) e constitui a principal causa de
mortalidade e morbidade da maioria dos canceres (Choi e col., 2005; Shchors e Evan,
2007). Com constante multiplicagdo celular, ha necessidade de que novos vasos

sanguineos sejam formados (angiogénese) para que seja mantida a oxigenagao e
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nutricdo destas células (Choi e col., 2005; Kaur e col., 2006). Os tumores apresentam
uma vascularizacdo bastante proeminente em relacdo aos tecidos normais, condigao
essencial para que ocorra o desenvolvimento neoplasico (Black e Dinney, 2007;
Shchors e Evan, 2007).

Tratamento

Os tratamentos de cancer variam de acordo com o tipo e a gravidade da doencga, sendo
a cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou ainda uma combinacédo destas as principais,
aléem da imunoterapia. No caso de leucemias, pode-se recorrer ao transplante de
medula (Dancey e Chen, 2006).

Como a maioria dos quimioterapicos atua em células que se encontram em processo de
divisdo, as neoplasias que s&o mais susceptiveis ao tratamento quimioterapico sao
aquelas que possuem elevada taxa de proliferacdo, como as do sistema
hematopoiético. Portanto, os tumores solidos, que apresentam divisdo celular
relativamente lenta, tais como carcinoma de pulmao, célon, mama, respondem pouco
aos agentes quimioterapicos existentes (Oliveira e Alves, 2002; Almeida e col., 2005). O
objetivo da quimioterapia € destruir as células neoplasicas, porém em virtude da baixa
seletividade afetam também as células normais de rapida divisdo, como as
gastrointestinais, capilares e as do sistema imunoldgico. Isto explica a maior parte dos
efeitos colaterais da quimioterapia: nauseas, perda de cabelo, e susceptibilidade maior
as infecgdes. O seu uso clinico exige que os beneficios sejam confrontados com a

toxicidade, na procura de um indice terapéutico favoravel (Oliveira e Alves, 2002).

Um dos grandes problemas da quimioterapia é a resisténcia a drogas. Um dos
mecanismos de resisténcia mais estudados na atualidade é denominado “resisténcia
multipla” (“multidrug resistance” ou MDR). Através deste mecanismo, células tumorais
expostas a um unico tipo de quimioterapico tornam-se, simultaneamente, resistentes a
quimioterapicos de natureza quimica diversa e que apresentam mecanismos de agao

completamente distintos (Kruh, 2003; Kaur e col, 2006).
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Pesquisa e Desenvolvimento de Agentes Antineoplasicos

O desenvolvimento de novas drogas anticancer € um processo longo, dividido em duas
fases distintas — A fase de testes pré-clinicos envolve a aquisicdo de novos compostos,
estudos in vitro e in vivo da atividade antitumoral, produgéo, formulagdo e toxicologia
animal. Ja os testes clinicos irdo avaliar a atividade e toxicidade dos compostos no
homem. Entre a descoberta de um novo composto com perspectivas promissoras e seu
uso efetivo na terapéutica, existe um longo caminho a percorrer (mais de 10 anos) e
consumo de grande quantidade de recursos (Schwartsmann e col, 1988, Pertenson e
Houghton, 2004; Sausville e Newell, 2004).

Primeiramente, existe uma pré-selecao dos compostos, onde sao identificadas
substancias que produzem efeitos antitumorais, definindo os compostos que passarao
ao proximo estagio no programa de desenvolvimento. No jargdo do desenvolvimento de
drogas anti-cancer este processo é denominado “screening” ou ‘triagem”, e deve
combinar rapidez, simplicidade e baixo custo com boas perspectiva de atividade clinica

(Schwartsmann e col, 1988).

As metodologias utilizadas para descobrir uma nova droga contra o cancer vém sendo
aprimoradas continuamente. Varios aspectos precisam ser avaliados, tais como:
eficacia, segurancga de uso, grau de toxicidade, dose terapéutica, perfil do paciente para
um novo tipo de tratamento etc. Mesmo apds ser aprovada para a comercializagao,
ainda é preciso monitorar a existéncia de outros efeitos colaterais a médio prazo - antes
que a licenga definitiva seja concedida pelos 6rgdos reguladores competentes.
Resumindo, o valor do estagio pré-clinico deve-se, principalmente a possibilidade de
previsao da resposta do organismo a um determinado farmaco, sendo um pré-requisito

aos ensaios clinicos (Kelland, 2004; Suggitt e Bibby, 2005).

Os primeiros programas de pesquisa de novas drogas antitumorais utilizavam
exclusivamente leucemias murinas como modelo de triagem laboratorial. O Instituto

Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI-USA), iniciou um programa de triagem em
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larga-escala de drogas anti-cancer, sendo que durante mais de trés décadas utilizou um
painel de modelos murinos, como as Leucemias murinas L1210 e P388 (Staquet e col.,
1983; Suggitt e Bibby, 2005).

Tal estratégia aparentemente gerou uma selegcao doenga-orientada de compostos com
elevada seletividade para leucemia e linfomas, basicamente com mecanismo de agao
bastante similar, sugerindo que as metodologias de selegcédo até entéo utilizados foram
tendenciosas. Portanto, a insuficiéncia de drogas para o tratamento de tumores soélidos
€ consequéncia dos modelos de triagem utilizados. Além disso, a triagem de drogas em
modelos murinos revelou que a transposicao dos resultados obtidos em animais para o
homem nem sempre apresentava resultados compativeis (Staquet e col., 1983; Suggitt
e Bibby, 2005).

Como consequéncia, em 1976, o NCI introduziu um novo painel de tumores humanos
sélidos que representavam os tipos histolégicos mais prevalentes de cancer nos EUA. A
triagem passou entédo a ser realizada em dois estagios. No primeiro estagio, as drogas
eram selecionadas através do modelo de leucemia murina (P388) e no segundo
passavam por modelos utilizando animais imunodeficientes, com implante de células
tumorais humanas. Nessa segunda etapa, o NCI adotou o uso de 9 linhagens tumorais
humanas em modelos in vivo, sem abandonar as linhagens murinas, pois as drogas
eram submetidas a uma "pré-triagem" utilizando a linhagem P388. Este painel de
linhagens tumorais (humanas e murinas) identificou alguns agentes antitumorais
utilizados na clinica como, por exemplo, o taxol. (Suggitt e Bibby, 2005). Como
complemento, foi desenvolvido o camundongo imunodeficiente (nude mice [nu/nu]), que
nao possui timo e, portanto células T, sendo receptores de qualquer tipo de transplante
inclusive de células tumorais humanas. Em 1982, novos modelos foram introduzidos no
painel do NCI, com tumores que apresentam resisténcia multiplas as drogas (Suggitt e
Bibby, 2005).

No final da década de 80, o desenvolvimento de diversas linhagens celulares oriundas
de tumores humanos, impulsionou o desenvolvimento da metodologia para triagem “in
vitro”, onde estas células podem ser propagadas indefinidamente (Baguley e Marshall,

2004). Assim, o NCI-EUA implementou um novo sistema de triagem baseado em
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“‘doenca-orientada”. Este novo programa constituiu um painel de células cancerigenas
que, atualmente conta com 60 linhagens oriundas de 8 tipos de tumores sodlidos
(pulmdo, melanoma, mama, rim, coélon, préstata, ovario e cérebro) e do sistema
hematopoiético (leucemia). Essa metodologia in vitro permite a avaliagdo das drogas em
tipos distintos de células neoplasicas, possibilitando a descoberta de drogas com maior
especificidade. Outras vantagens sao a rapidez e a eficiéncia do método que permite
avaliar um numero elevado de drogas em apenas quatro dias, selecionando aquelas que
serdo avaliadas em animais (Baguley e Marshall, 2004; Houghton e col., 2007). O
principal objetivo do NCI era produzir uma triagem que seria suficientemente
discriminatéria para assegurar que nao fossem selecionados para futuras avaliagdes em
organismos animais compostos que ndo apresentassem atividade antiproliferativa in

vitro, diminuindo bastante os custos do processo (Suggitt e Bibby, 2005)

Na padronizagcdo de uma metodologia “in vitro”, o NCI-USA adotou uma técnica
espectrofotométrica, com um ensaio colorimétrico que utiliza a Sulforrodamina B (SRB),
corante rosa brilhante que se liga as proteinas das células, sendo assim independente
do metabolismo celular (Shoemaker, 2006). Esta metodologia promove uma
quantificacdo de proteinas de modo linear com o numero de células em cultura, é
consideravelmente rapida, simples, possui grande sensibilidade e alta reprodutibilidade
(Skehan e col, 1990).

A continuidade dos estudos com novas moléculas descobertas através da triagem “in
vitro”, esta vinculada a demonstracdo da sua eficacia “in vivo”. Desde 1995, quando
Hollingshead e colaboradores (1995) validaram a metodologia utilizando fibras
semipermeaveis (Hollow Fiber), esta tem sido utilizada em uma fase inicial dos estudos
de drogas no NCI-EUA, e inumeros compostos tém sido selecionados com atividade
anti-tumoral (Hollingshead e col., 1995). De acordo com esta metodologia - Hollow Fiber
(HF) , os camundongos imunodeficientes (nude mice) recebem um implante de fibras
semipermeaveis no abdémen e no dorso, contendo linhagens tumorais humanas
(Kelland, 2004). Importante notar que a porosidade dessas fibras permite a passagem
de quimioterapicos e de nutrientes, mas nao permitem que as células tumorais entrem
em contato com as células do hospedeiro (Hollingshead e col., 1995; Suggitt e Bibby,

2005). Devido a praticidade do crescimento das linhagens em fibras, rapidez e custos, o
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NCI-USA implementou o ensaio de HF como rotina de ensaios preliminares “in vivo”
(Suggitt & Bibby, 2005).

Inicialmente, este ensaio (HF) seleciona compostos que em uma fase posterior serdo
avaliados em modelos xenograficos (em camundongos nude) reduzindo
consideravelmente o numero de compostos ativos “in vitro” que seriam avaliados
diretamente no ensaio xenografico (Suggitt e col., 2004). O ensaio de HF também tem
sido utilizado para investigagdo farmacodindmica (interagdo droga-alvo) de agentes

anti-cancer (Suggitt e col., 2006).

Plantas Medicinais

A utilizacdo de plantas como recurso terapéutico € uma pratica muito antiga da
civilizagdo humana. Mas, com a Revolug¢ao Industrial e o desenvolvimento da quimica
organica, os produtos sintéticos foram adquirindo primazia no tratamento
farmacolégico. Isto ocorreu, entre outros fatores, pelo crescente poder econdmico das
grandes companhias farmacéuticas. Mesmo assim, os produtos naturais nao perderam
lugar na terapéutica, sendo considerados equivocadamente pela populagcdo como
medicamentos seguros (Newman e Cragg, 2007). Atualmente cerca de 25% dos
medicamentos prescritos na maioria dos paises sdo de origem vegetal (Sarcoman e
col., 2008), e entre os 252 farmacos basicos ou essenciais selecionados pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), uma parcela significativa € preenchida por
medicamentos sintéticos, obtidos a partir de precursores naturais (Hamburger e
Hostettman, 1991).

Além disso, nos ultimos anos houve um grande avango nas pesquisas quimicas e
farmacolégicas de plantas medicinais que visam obter novos compostos com
propriedades terapéuticas. Isto pode ser claramente observado pelo aumento de
trabalhos publicados na area, tanto em congressos como em periddicos nacionais e
internacionais, além do surgimento de novos periddicos especificos sobre produtos
naturais, como por exemplo: Phytomedicine, Quimica Nova, Phytochemistry, Journal of

Ethonopharmacology etc. Além disso, o surgimento de novas técnicas espectroscopicas,
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estruturas moleculares complexas de constituintes naturais sdo identificadas

rapidamente (Cechinel, 1998).

A anadlise de substancias ativas em plantas é complexa e longa, ja que muitas vezes os
compostos presentes em menor propor¢cado sdo o0s que apresentam melhores efeitos
bioldgicos. Por isso ha necessidade de um trabalho em colaboragdo entre quimicos,
farmacologos e botanicos, isto €, necessita-se de um estudo multidisciplinar (Houghton,
2007). Essa interagao se torna mais importante, quando se leva em conta a toxicidade
das plantas. No Brasil, as ervas medicinais sdo consumidas com pouca ou nenhuma
comprovacao de suas propriedades farmacolégicas. Comparada com medicamento
convencionais, a toxicidade das espécies vegetais e fitoterapicos podem parecer trivial.
Isto, entretanto, ndo é verdade. A toxicidade de plantas medicinais € um sério problema
de saude publica. Os efeitos adversos, as adulteracbes e toxidez bem como a acéo
sinérgica com outros farmacos ocorrem comumente. Determinadas plantas ainda
podem apresentar substancias potencialmente perigosas e por esta razdo, devem ser
utilizadas com cuidado. Um exemplo importante é o confrei (Symphytum officinale),
utilizado como cicatrizante devido a presencga de alantoina, mas que também possui
alcaldides pirrolizidinicos, comprovadamente hepatotoxicos e carcinogénicos. Sua
utilizacao foi condenada pela a OMS depois de provocar morte por cirrose hepatica
(Veiga e Pinto, 2005).

Atualmente, os produtos naturais constituem uma das principais linhas de pesquisa na
busca de novos agentes anticancerigenos. Drogas utilizadas na quiomioterapia como
vincristina e a vinblastina, isoladas de Catharantus roseus e utilizadas no tratamento de
leucemias, linfomas e céancer testicular sdo exemplos de alcal6ides de origem vegetal.
Descobertas importantes como essas, ainda continuam inspirando muitos cientistas e
empresas farmacéuticas na pesquisa de protdtipos para o desenvolvimento de novos
medicamentos a partir de substancias naturais (Denny, 2007). Outro exemplo, o
diterpeno plaquitaxel (Taxus baccata e Taxus brevifolia), utilizado no cancer de ovario e

de pulm&o (Newman e Cragg, 2005).

Também no final de 1940 foram isolados dois alcaléides de espécies do género

Podophyllum, que eram utilizadas pela populacdo da Asia no tratamento de cancer de
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pele e verrugas. No entanto os resultados experimentais com esses alcaléides néo
foram encorajadores. Mais tarde foram obtidos por semi-sintese dois derivados desses
alcaldides, a ectoposida e a teniposida, utilizadas no tratamento do cancer (Maciel e
col., 2007). A camptotecina, um alcaléide extraido da arvore chinesa Camptoteca
acuminata, testado em ensaios clinicos no inicio da década de 70, € um inibidor da
enzima topoisomerase | - envolvida na manutencédo da estrutura topografica do DNA
durante o processo de transcricao. Apesar de ter sua atividade antitumoral confirmada,
apresentou alta toxicidade e sua utilizacao foi interrompida. Todavia, este composto é
utilizado como protétipo no desenvolvimento de novos inibidores da Topoisomerase |,

como o topotecano e irinotecano (Thompson e col., 1998).

Kielmeyera coriacea Mart & Zucc.

Nos ultimos anos o CPQBA-UNICAMP, através de projetos financiados pelo CNPq (n°
000521449/94), FAPESP (n° 95/09607-5) e verbas obtidas com a prestagdo de
servigos, desenvolveu dois projetos de avaliagdo do potencial anticancer de espécies
vegetais da Amazébnia e do Cerrado do Estado de Sao Paulo. Parte dos recursos
obtidos foi utilizado para a implantagdo de um Laboratério de Cultura de Células
Tumorais Humanas. As Linhagens tumorais foram cedidas pelo National Cancer
Institute (NCI-USA) e dessa maneira foi possivel o desenvolvimento da mesma
metodologia utilizada por esse centro de pesquisas, referéncia nesta area.Os extratos
das espécies vegetais foram produzidos pela Divisdo de Fitoquimica do CPQBA-
UNICAMP e pelo laboratério de Pesquisas da Amazénia (INPA). No NCI-EUA tiveram
sua atividade antiproliferativa avaliada no painel de algumas linhagens tumorais
humanas. Embora esses projetos tenham sido planejados para comparar a atividade
de extratos obtidos de plantas desses ecossistemas (cerrado e floresta amazbnica), os
resultados mais significativos foram obtidos com as espécies do cerrado. Dessa
maneira, foi selecionada para estudo neste projeto a K. coriacea Mart.,, O CPQBA-
Unicamp possui a estrutura organizacional para realizar um estudo multidisciplinar,
sendo composto pelas Divisdes de Agrotecnologia, Fitoquimica, Quimica Organica e
Farmacéutica, Farmacologia e Toxicologia, Microbiologia, Residuos, Biotecnologia e
Recursos Microbianos. Devido ao seu carater pluridisciplinar, a maioria dos projetos de

pesquisa desse centro de pesquisas é realizada de maneira integrada, envolvendo

28



suas diversas divisoes.

A Kielmeyera coriacea Mart e Zucc., conhecida popularmente como Pau-Santo, “Folha
Santa, “Pau-de-Séo-José”, “Saco-de-Boi” (Alves e col.,, 2000) é encontrada
principalmente na regido central do Brasil (Cortez e col., 1997). O material vegetal foi
coletado na cidade de Conchal-SP, Fazenda Experimental Campininha, reserva de
cerrado, sendo a exsicata depositada no Herbario do IB/JUNICAMP (97/13). O extrato
bruto aquoso de K. coriacea é utilizado no tratamento de diversas doengas tropicais
como a malaria, esquistossomose, leishmaniose e infecgbes por fungos e bactérias
(Pinheiro e col., 2003). Estudos com o extrato etandlico de K. coriacea constataram
efeitos antidepressivos e ansioliticos em ratos (Martins e col., 2004). Um dos mais
recentes trabalhos com esta espécie demonstrou que o extrato etandlico apresenta
atividade anti-ulcerativa em modelos experimentais (Goulart e col., 2005). A anélise do
extrato diclorometano de folhas e caules de K. coriacea revelaram a presenca de
muitas xantonas, algumas exibiram atividade antifungica, especificamente para
Cladosporium cucumerinum e Candida albicans (Zagoto e col., 2006), e outras
apresentaram atividade antimicrobiana para Staphylococcus aureus (Dharmaratne e
col., 1999).
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4. Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram:

v' Avaliar a atividade antiproliferativa dos extratos brutos obtidos de caules e folhas

de Kielmeyera coriacea em linhagens tumorais humanas.

v' Fracionamento do extrato ativo por biomonitoramento em células tumorais

humanas. Isolar e identificar o composto ativo.

v' Padronizacdo da metodologia que avalia a atividade anticAncer em células
tumorais humanas introduzidas no interior de fibras semi-permeaveis em
camundongos imunocompetentes e estudo da fracdo ativa neste modelo

experimental.

v Avaliacao do provavel mecanismo de agao.
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S. Materiais e Métodos

5.1. PROCESSAMENTO FITOQUIMICO

5.1.1. Coleta

O material vegetal foi coletado na cidade de Conchal-SP, Fazenda Experimental
Campininha, reserva do cerrado. A identificacdo botanica desta espécie foi realizada
pelos professores Dra Maria do Carmo E. do Amaral e Dr. Volker Bittrich,
Departamento de Botanica do IB-UNICAMP. A exsicata (registro: 97/13) foi
depositada no Herbarium do IB/UNICAMP.

5.1.2. Analise por cromatografia em camada delgada (CCD)

As CCDs foram efetuadas em cromatofolhas de aluminio (Merck) de dimensdes de
20x20 cm com silicagel 60 Fys54 (Merck). Foram eluidas com uma mistura de
diclorometano/metanol 1% e 2%. A visualizacdo dos componentes foi feita por
pulverizagdo com revelador especifico, o0 anisaldéido (acido acético:acido
sulfurico:anisaldeido 50:1:0,5) (Denny, 2007). Seguido de aquecimento em estufa. As

fragdes com compostos de Rf (retention factor) proximos foram reunidas em grupos.
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5.1.3. Obtencao do Extrato Bruto Diclorometano (EBD) e do Extrato Bruto

Etandlico (EBE) de Kielmeyera coriacea Mart e Zucc.

Para obtenc&o dos extratos brutos, 300g de caule e folhas frescas de Kielmeyera
coriacea, foram submetidos a maceragéo dindmica com diclorometano (200mL) por um
periodo de 2 horas. Este procedimento foi repetido mais duas vezes. Os volumes
resultantes foram reunidos e filtrados. O solvente orgéanico foi eliminado sob vacuo a

40°C fornecendo 5g extrato bruto diclorometano (EBD).

O residuo vegetal deste processo foi retomado em 200 mL de etanol 95% e extraido
novamente por trés vezes. O solvente organico foi evaporado, também a 40°C até a
sua completa eliminagao fornecendo entdo o extrato bruto etandlico (EBE). Este
procedimento de extragdo com diclorometano seguido por etanol, é de acordo com o
protocolo de obtencao de extratos preconizado pelo NCI (Instituto Nacional do Cancer

dos Estados Unidos).

Caules e Folhas
K. coriacea (300g)

Extracdo CH,CI,
Filtragdo/Evaporacgéo

Extrato Bruto [ Residuo ]
Diclometanico Extragéo Etanol 95%
EBD (59) Filtragao/Evaporagéo
Extrato Bruto
Etandlico
EBE (29)

Figura 1: Fluxograma de Obteng&o dos Extratos Brutos Etandlico e Diclometéanico.
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5.1.4. Preparacao do Extrato Bruto Diclometanico obtido de planta seca por

extragao a Quente.

Para preparacdo do extrato bruto diclometanico obtido a quente, o material vegetal
(300g) seco e moido de Kielmeyera coriacea foi extraido a 40° C em 2L do solvente
diclorometanico, através de aquecimento em baldo de vidro acoplado a um
condensador de refluxo (aparelho soxhlet). Apds a filtragdo o extrato foi concentrado
sob vacuo até a completa remog¢ao do solvente obtendo-se 70g do extrato bruto
diclometanico quente (EBDQ). Para finalizar foi adicionado carvéo ativado, para

retirada das clorofilas e apds filtracdo o solvente foi evaporado.

Material Vegetal

(seco e moido)
(folhas e caules - 300g)

Extracdo com diclorometano - sohxlet
Evaporacao

Residuo

Extrato Bruto
Diclorometanico

EBDQ (70g)

Figura 2: Fluxograma de Obtencao do Extrato Bruto Diclorometéanico obtido a quente
(EBDQ)
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5.1.5. Fracionamento do EBDQ e da Fragao 7

O EBDQ (10g) de K. coriacea, impregnado em silica-gel foi submetido a uma
cromatografia de coluna filtrante utilizando-se como eluente hexano/acetato de etila
com gradiente crescente de polaridade. As fragbes eluidas foram analisadas por
cromatografia em camada delgada (Eluente: dicloro/metanol1 %) e agrupadas segundo
perfis cromatograficos semelhantes, obtendo-se sete fragdes distintas denominadas F1
(29), F2 (1,3 mg), F3 (1,1 mg), F4 (1g), F5 (750 mg), F6 (1,59) e F7 (1g). Este
procedimento foi repetido algumas vezes para se obter maior quantidade da fragédo 7. A
fracdo denominada sete (1g) foi purificada por sucessivas cromatografias de adsorcéo
em coluna de silica-gel utilizando-se misturas de diclorometano/metanol com gradiente
crescente de polaridade de 1%. As fragdes eluidas foram analisadas por cromatografia
em camada delgada (Eluente: dicloro/metanol 2%) e agrupadas segundo perfis
cromatograficos semelhantes, obtendo-se 3 fragbes distintas, denominadas Fr Alfa, Fr
Beta (100mg) e Fr Gama.

EBDQ
30g
Coluna Cromatografica
Hexano: Acetato de Etila
l 1 v v v A
Fracao Fracao | | Fracéo Fracao
1 2 3 4
Coluna Cromatografica
Diclorometano: Metanol
A 4 \ 4 A 4
Fracao Fragcao Fracao
Alfa Beta Gama

Figura 3: Fluxograma do Fracionamento do EBDQ e da Fracéo 7
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Figura 5: CCD das fracdes Alfa, Beta e Gama
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5.2. ENSAIOS FARMACOLOGICOS

5.2.1. Avaliagao da Atividade Antiproliferativa “in vitro”

5.2.1.1. Células

As linhagens célulares utilizadas neste trabalho s&o originarias de neoplasias humanas
e foram cedidas ao CPQBA pelo “National Cancer Institute” (NCI - USA) (Tabela 1). As
células foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? (Nunc), com 5 mL de meio
RPMI (Gibco) suplementados com 5% de soro fetal bovino inativado (SFB), mantidas
em estufa a 37°C, com 5% de CO, em ambiente umido. Estas células sédo repicadas

quando atingem cerca de 80% de confluéncia e por no maximo 20 vezes consecutivas.

Tabela 1. Linhagens Tumorais Humanas e sua Densidade de Inoculagéo.

Tipo Celular Nome Origem Densidade de Inoculagéo
(10* células/ mL)

Pulmao NCI-H460 Endoderme 4.0
Mama MCF-7 Ectoderme 6,0
Ovario Resistente NCI-ADR/ RES Ectoderme 50
Célon HT-29 Endoderme 4,0
Prostata PC-3 Mesoderme 5,0
Melanoma UACC-62 Ectoderme 50
Ovario OVCAR-3 Mesoderme 7,0
Renal 786-0 Mesoderme 4,5
Leucemia K-562 Mesénquima 5,0




5.2.1.2. Ensaio para a determinacao da atividade antiproliferativa dos extratos e
fragoes vegetais

Foram plaqueados 100 uL de células em meio RPMI/SFB com 50 pg/mL de
gentamicina, em placas de 96 compartimentos. Apds um periodo de incubagao de 24
horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, em ambiente umido, foram adicionados 100
ul do extrato nas concentragdes de 0,25; 2,5; 25; 250 ug/mL. Uma placa controle foi
fixada para determinacdo da concentracdo protéica existente no momento da adicéo
das amostras (T0). As demais placas com extratos, foram incubadas por 48 horas nas
mesmas condi¢cdes. Apods este periodo de incubagao, o experimento foi interrompido

com a adi¢ao de 50 pL de acido tricloroacético a 50%, por 60 minutos a 4 °C.

5.2.1.3. Ensaio da Sulforrodamina B (SRB)

As placas fixadas com acido tricloroacético (TCA), foram submetidas a cinco lavagens
consecutivas com agua destilada para a remogédo dos residuos de TCA, meio de
cultura, SFB e metabdlitos secundarios. Estas placas foram mantidas a temperatura
ambiente até a secagem completa. Em seguida, foram adicionados 50uL de SRB a 0,4
% dissolvido em acido acético a 1 % e incubadas a 4 °C, por 30 minutos. Apds esse
periodo, as placas foram lavadas por 4 vezes consecutivas com uma solugao de acido
acético 1%. O residuo da solugdo de lavagem foi removido e as placas foram
novamente secas a temperatura ambiente. O corante ligado as proteinas celulares foi
solubilizado com solugédo de Trizma Base na concentragdo de 10uM e pH 10,5 por 5
minutos em ultra-som. A leitura espectrofotométrica da absorbéancia foi realizada em
540 nm por leitor de microplacas. A sulforrodamina B € um corante protéico que se liga
aos aminoacidos basicos das proteinas de células que estavam viaveis no momento da
fixagdo. Por isso, quanto maior a quantidade de SRB ligada ao compartimento, menor a

atividade citotoxica da amostra em teste (Skehan e col., 1990)
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5.2.1.4. Analise dos resultados - Ensaios farmacoloégicos “in vitro”

Com os dados de absorbancia foram elaborados graficos relacionando a porcentagem
de inibicdo ou morte celular com a concentracdo de extrato ou fragdo. Além disso,
foram calculadas as médias das absorbancias descontadas de seus respectivos
brancos e através das formulas a seguir, foi determinada a inibigdo de crescimento (IC)
de cada amostra testada.

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

Se T >= T0 mas < C, a droga foi citostatica e a formula utilizada foi 100 X [(T-TO)/ (C-

T

Se T< Ty a droga foi citocida e a formula utilizada foi 100 X [(T-TO)/(C)]
Sendo que T é a média da absorbancia da célula tratada; C é o controle de célula; TO e

o controle das células no dia da adigdo das drogas. O resultado obtido foi subtraido de
100%, obtendo-se entdo a porcentagem de inibicdo de crescimento. Com esses
resultados foram produzidos graficos relacionando a concentragdo da amostra e seu
efeito. As amostras foram consideradas ativas quando apresentaram inibicdo de
crescimento maior que 50% e ainda de forma dose dependente, preferencialmente

apresentando seletividade para os tipos celulares.

Através da regressdo sigmoide das curvas obtidas com as médias das absorbancias,
sdo calculados os valores TGl (total growth inhibition), que € a concentragdo da droga

teste onde 100 X [(T-TO)/ (C—TO) = 0, ou seja é a concentragdo necessaria para inibir

totalmente o crescimento celular (efeito citostatico). Esses valores sao utilizados para
comparar a poténcia das amostras e construir os graficos comparativos, evidenciando a
seletividade (HOLBECK, 2004; Shoemaker, 2006).
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5.2.2. Avaliagao da atividade anticancer em modelo animal.

ANIMAIS

A atividade farmacoldgica foi avaliada em camundongos machos imunocompetentes
Balbc/c (25-30g) fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB). Durante
o periodo de adaptacao de 7 dias, os animais foram aclimatados as condicdes do
laboratorio, portanto, mantidos em camaras com temperatura controlada (22 + 3°C) em
ciclos claro-escuro de 12 horas, com agua e ragao ad libitum. Todos os procedimentos
foram aprovados pelo Comité de Etica do Instituto de Biologia (CEEA, UNICAMP,
protocolo: 1252-1)

5.2.2.1. Screening Hipocratico

Para a determinagado do perfil de toxicidade aguda das substancias ativas os animais

foram separados em 4 grupos de 10 animais cada, de acordo com o tratamento.

Os camundongos foram tratados com a Fracdo 7 (Fr7) da K. coriacea por via
intraperitoneal nas doses de 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0 g/kg. Os extratos foram diluidos em
salina 0,9% e um animal de cada grupo foi tratado com salina (controle negativo). Os
efeitos gerais foram observados por um periodo de 15 dias. Os principais efeitos
observados foram: alteragdes de peso corporal, ericamento dos pélos, diarréia,
convulsdes, estado de consciéncia e disposi¢cdo; coordenagao motora; tdnus muscular;
reflexos (Campbell e Richter, 1967).
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5.2.2.2. Hollow Fiber - Padronizagao do Método
Hollow Fiber

Foram utilizadas Fibras Semipermeaveis de Fluoreto de Polivinilidina com 1 mm de
didmetro e porosidade 500000 Da (Hollow Fibers). Antes da sua utilizagdo, as fibras
foram incubadas com etanol 70% por 72 horas. ApoOs a retirada do etanol com agua
deionizada, as fibras foram autoclavadas para esterelizagdo. Para o implante, as fibras
apdés serem lavadas com RPMI (com 20% de soro fetal bovino — SFB), foram
preenchidas com células (MCF-7, NCI-ADR e OVCAR na concentracédo de 10°
células/mL) e seccionadas em pedacgos de 2 cm por pinga hemostatica previamente
aquecida em incinerador. Além de seccionar, a pinca sela as extremidades da fibra
impedindo o extravasamento das células. As fibras foram incubadas em placas de 6
divisdes durante 24 horas (37°C - 5% - CO,). Posteriormente, foram implantadas nos
animais. Os camundongos foram anestesiados com uma mistura de quetamina (20
mg/kg de peso corporal) e xilazina (10 mg/kg de peso corporal), administrada
intraperitonialmente (i.p). Para o implante intraperitonial, foi feita uma pequena incisao
na pele e musculatura da parede abdominal e as fibras inseridas na cavidade
intraperitonial. Foram implantadas 3 fibras, cada uma com uma linhagem diferente.
Outras 3 fibras foram implantadas no dorso do animal sob a pele (implante
subcutaneo), sendo que uma pequena inciséo foi feita na regidao cervical (Hollingshead
et al., 1995). Foram utilizadas fibras de cores diferentes (branco, amarelo e azul) para

identificagdo das linhagens celulares.

Os camundongos foram divididos em trés grupos (n=8) de acordo com as drogas em
avaliagdo. No grupo controle negativo foi administrado salina (NaCl 0,9%), nos grupos
tratados foram administrados: doxorrubicina como controle positivo (6 mg/kg) e a
Fracdo 7 (1g/kg). A Fracao 7 foi administrada diariamente, via intraperitonial apés 3
dias do implante das fibras, durante 14 dias. A doxorrubicina foi administrada 2 vezes: 5
e 10 dias apds o implante. O peso corporal foi determinado diariamente e no décimo
quarto dia, os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical; as fibras

foram retiradas do corpo e depois de removidos o0 excesso de tecido do hospedeiro,
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depois foram colocadas em placas com 6 divisdes, contendo 2 mL de meio de cultura
(com 20% de SFB), e incubadas por 30 min a 37°C.

Ensaio - MTT

Para avaliagao da viabilidade da célula contida dentro das fibras intactas, utilizou-se o
ensaio desenvolvido com o corante sal tetrazolium- MTT (MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-
2,5difeniltetrazolium brometo). Esse sal, de coloragdo amarela, na presenga de
desidrogenases mitocondriais transforma-se em formazam de coloragio résea purpura
e soluvel em veiculos aquosos. Esta metodologia determina a atividade através da
leitura espectrofotométrica (540 nm) do composto formado, sendo sua concentragao
diretamente proporcional ao numero de células viaveis. Foi adicionada em cada disco
contendo as fibras: 1 mL de meio de cultura (20% de SFB) contendo 1 mg MTT/mL.
Depois de 4 horas de incubacao a 37°C, o meio de cultura foi removido por aspiracao,
para a adigdo de 2 mL de uma solugado de protamina sulfato 2,5% e estocadas a 4 °C
por pelo menos 4 horas. Para avaliar a densidade 6ptica das amostras, as fibras foram
transferidas para placas de 24 divisdes, o que permite secar durante a noite. A seguir, 0
cristal de formazan foi extraido de cada amostra com dimetisulféxido (DMSO),
250yuL/divisdao por 4 horas a temperatura ambiente. Aliquotas se 150uL foram
transferidas para placas de 96 divisdes para leitura 6ptica em ELISA (540 nm)
(Rubinstein e col., 1990).
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Analise dos Dados.

A densidade celular das células retiradas das fibras dos animais foram expressas em

porcentagem de crescimento (%), definidas como:

(Absorba‘ncia das células do dia da retirada das fibras — Média absorbancia das céluas do dia da implantacao) x 100

Média de absorbancia do dia da implantagao das fibras

O valor representa a porcentagem de inibicdo de crescimento das células na fibra
comparada com o dia da implantagao. O resultado foi submetido a analise de variancia

seguida pelo teste de Duncan com nivel de significancia p< 0,05 para todos os testes.

5.2.3. Influéncia do Inibidor da Oxido Nitrico Sintase (NOS) sobre a Atividade

Anticancer

Lipopolissacarideo (LPS) de E. Coli sorotipo 0111:B4 (Sigma). Preparado em solugéo
estoque na concentragdo de 1000 ug/mL em RPMI, que foi diluido para atingir a

concentragao final de 5 pug/mL.

L-NAME: NG-nitro-L-Arginina metil Ester — Inibidor da Oxido Nitrico Sintase

Procedimento:

Cem microliltros de suspensao das células - MCF-7 e OVCARO3 - nas suas
respectivas densidades de inoculagdo em meio de cultura (RPMI) foram inoculadas em
microplacas de 96 orificios. Apds 24 horas, foram adicionadas as amostras a serem
testadas: Fracado 7; Fracao 7+ L-NAME e Fracdo 7 + LPS, que foram incubadas em

estufas contendo 5% de CO, a 37°C, por 24 horas. Para a avaliagdo da viabilidade

celular utilizou-se o ensaio com o corante sal tetrazolium- MTT. (Xie e Huang, 2003;
Feder e Laskin, 1994).
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5.2.4. Ensaio de Indugao de Crescimento com Fibroblastos:

Os fibroblastos humanos (“células normais”) foram cultivados em meio de cultura
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium), suplementado com 10% de soro fetal
bovino. Estes fibroblastos foram obtidos de material de explante, (doados pela Alergisa
Dermato- Cosmética Ltda), e mantidos em cultura a 37°C, atmosfera umida com 5%
de CO..

O ensaio (Jorge e col., 2008) consistiu em inocular 100uL/compartimento, em placas de
96 compartimentos, de uma suspensao de fibroblastos, com densidade de inoculagao
de 3x10* cel/mL, em meio DMEM/SFB 10% com Gentamicina 0,1%. Foi preparada
também uma placa, denominada TO que serviu para indicar a quantidade de células
presentes na placa teste, no momento da inoculacdo das amostras. Apdés 24h de
incubacédo (37°C, atmosfera umida, 5% de CO;), o meio de cultura foi aspirado,
100uL/compartimento de meio DMEM suplementado com 0,3% de soro fetal bovino
foram adicionadas e as placas incubadas por 48h (37°C, atmosfera umida, 5% de
COy,). Ao final desse periodo, foram adicionados 100uL/compartimento da amostra a
ser testada em quatro concentragdes distintas (0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mL). Como
controle positivo foi utilizada a alantoina, xantina isolada de Calendula officinalis,
mesma concentracdo da amostra. As placas foram entdo incubadas por 72h. Ao final
desse periodo, todo o meio foi aspirado e substituido por meio DMEM/SFB 10%, a
seguir as células foram incubadas por 24h, antes da coloracdo com MTT (Jorge e col.,
2008).
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6. Resultados

6.1. Processamento Fitoquimico

Todo o processo de fracionamento foi orientado pelos testes de atividade em cultura de
células tumorais humanas. Dessa forma, o extrato bruto diclometanico obtido a quente
foi o que apresentou melhor perfil de atividade e por isso foi selecionado para o
fracionamento. Do processo inicial de fracionamento do EBDQ obteve-se sete fragoes,
das quais a Fracdo 7 apresentou o melhor perfil de atividade. O seu fracionamento
resultou em trés fracdes, sendo a Fragcdo B a mais ativa, portanto foi encaminhada ao

Instituto de Quimica da UNICAMP para identificagdo quimica dos seus principios ativos.
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6.1.2. Analise Quimica da Fracao Beta ()

A fracdo denominada fragdo B, quando analisada por cromatografia de camada
delgada (CCD) eluida em CHCls/metanol 2% e revelada com reagente de anisaldeido,
apresentou uma unica mancha de coloragao violacea. A analise por espectro de
massas (Q-Tof Micromass), RMN'H e *C ,porém, demonstrou tratar-se de uma

mistura.

A fragao B apresentou no espectro de infravermelho uma banda larga em 3427,7 cm”
correspondente ao grupo OH e uma outra em 1659,4 cm™ correspondente ao
estiramento C=0 e outra em 1454 cm™ devido ao estiramento C-O do ion carboxilico.
Também se observou estiramento C=0 em 1711,3 cm” correspondente ao grupo

aldeido. A analise por ESI-MS demonstrou ion molecular com m/z 514 e m/z 528 m/z.

Através de comparacgao dos espectros de RMN'H, RMN"C com dados de terpenos da
literatura (Mahato e col., 1994, 1997 & Seebacheret.e col., 2003) sugeriu-se que a
fracao B tratava-se de uma mistura de triterpenos pentaciclicos de esqueleto oleanico e
ursélico. Segundo dados descritos por Mahao e col., (1994) o esqueleto triterpénico
olednico e ursolico podem ser diferenciados bastando observar os deslocamentos
quimicos de RMN™C dos carbonos olefinicos. Neste caso observa-se um padrao de
deslocamentos quimicos dos carbonos olefinicos no espectro de RMN"C compativeis
com o esqueleto dieno heteroanular em C12 — C13 e C15- C16 com deslocamentos em
5127,1,125,8, 136,6 e 133,4 ppm respectivamente.

A comparacado dos dados de RMN"C descritos por Mahato e col., (1994) de grupos
hidroxilas axiais e equatoriais no C-3 para triterpenos sao diferenciadas por
aproximadamente 2.0-6,5 ppm nos seus deslocamentos quimicos. Enquanto a hidroxila
em C-3 no isbmero equatorial € menos protegida (6 79,0ppm), e no isébmero axial
observa-se um efeito de protegcdo de aproximadamente 2,5 ppm (576,4). O efeito de
substituicdo de carbonos carbonilicos dos triterpenos nao esta diretamente dependente
da estereoquimica do grupo hidroxilico. O efeito estara relacionado a possibilidade do
numero de carbonos com hidrogénios disponiveis as interagdes y- gauche com as
hidroxilas, como também com as interagbes 1-3 diaxial dos grupos hidroxilicos com
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atomos de carbonos. Na auséncia de interacdes 1-3 diaxial nota-se um maior efeito de
desprotecédo para os carbonos carbindlicos cujo epimero esteja na posi¢ao equatorial
(Mahato e col., 1994).

Através da andlise dos dados de RMN"*C no experimento DEPT 90° e 135° foi possivel
identificar carbonilas de aldeido, éster e acido organico que condizem com as

estruturas 1, 3 (Oleénico) 2 e 4 (Ursdlico).
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6.2. Ensaios Farmacolégicos

Com a média dos valores de absorbancia foram calculados os percentuais de inibicao
de crescimento que, por sua vez, foram utilizados para a elaboragcdo dos graficos de
atividade. Nesses graficos relacionando essa porcentagem de crescimento com a
concentracdo dos extratos, os valores abaixo de 50% e acima da linha zero indicam
que ocorreu inibicdo de crescimento. A linha zero representa a quantidade de células
apds 24hs de incubagado, imediatamente antes da adicdo dos extratos. Portanto os
valores abaixo da linha zero indicam que houve morte celular, pois o conteudo de
proteina esta abaixo do encontrado no momento da adi¢do do extrato. Para analise da
atividade sdo considerados os seguintes parametros: boa correlagdo entre
concentracao e efeito, seletividade e poténcia. Como parametros minimos de atividade
sdo considerados os percentuais de inibicdo de crescimento acima de 50% (abaixo da

linha pontilhada nos graficos).
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6.2.1. Atividade antiproliferativa dos extratos EBD e EBE.

O grafico 1 representa a curva-concentragao-resposta do EBE sobre as linhagens
celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentragdo do extrato
utilizado. A analise desta curva demonstrou que este extrato apresenta atividade
citostatica (inibicdo de crescimento) para todas as linhagens celulares, na concentragéo
de 25 pg/mL.
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Grafico 1: Curva concentracdo-resposta do EBE sobre as linhagens celulares,
relacionando a porcentagem de crescimento das células e a concentragao

do extrato.
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O grafico 2 representa a curva-concentragdo-resposta do EBD sobre as linhagens
celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentragdo do extrato
utilizado. A analise desta curva demonstrou que este extrato apresenta atividade
citostatica, para melanoma (UACC-62) e ovario reisistente (NCI-ADR) e atividade

citocida para as outras linhagens celulares, com seletividade para leucemia (K-562).
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Grafico 2: Curva concentracdo-resposta do EBD sobre as linhagens celulares,
relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragao

do extrato utilizado.
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6.2.2. Atividade antiproliferativa do extrato EBDQ.

O gréfico 3 representa a curva-concentragao-resposta do Extrato bruto obtido a quente
(EBDQ) sobre as linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a
concentracdo do extrato utilizado. A analise desta curva demonstrou que este extrato
inibiu o crescimento e provocou morte celular com boa correlagédo entre concentracéo e
efeito para todas as linhagens, com seletividade para HT-29 (célon), ovario (OVCAR) e
rim (786.0) e leucemia (K562).
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Grafico 3: Curva concentragao-resposta do EBDQ sobre as linhagens celulares,
relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragao do

extrato utilizado.
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6.2.3. Atividade antiproliferativa da Doxorrubicina

O grafico 4 representa a curva-concentracado-resposta da doxorrubicina sobre as
linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentragéo do
extrato utilizado. A analise desta curva demonstrou que a doxorrubicina apresentou
inibicdo de crescimento para todas as linhagens, exceto para a de ovario resistente e
morte celular exceto para prostata (PCO-3), pulmao (NCI-460) e ovario resistente (NCI-
ADR), com seletividade para as linhagens de rim (786), leucemia (K 562) e célon (HT-
29).
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Grafico 4: Curva concentragédo-resposta da doxorrubicina sobre as linhagens celulares,
relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragéo
da droga utilizada.
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6.2.4. Atividade antiproliferativa da Fragao F1

O Grafico 5 representa a curva-concentragao-resposta da fragdo F1 sobre as linhagens
celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentragdo do extrato
utilizado. A analise desta curva demonstrou que a F1 nao apresentou efeito

significativo.
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Grafico 5: Curva concentragao-resposta da fragdo F1 sobre as linhagens celulares,
relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragéo do

extrato utilizado.
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6.2.5. Atividade antiproliferativa da Fragao F2

O gréfico 6 representa a curva-concentragao-resposta da fragado F2 sobre as linhagens
celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentragdo do extrato

utilizado. A analise desta curva demonstrou que a F2 nao apresentou efeito

significativo.
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Grafico 6: Curva concentracédo-resposta da fragdo F2 sobre as linhagens celulares,
relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragédo do

extrato utilizado.
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6.2.6. Atividade antiproliferativa da Fracao F3

O gréfico 7 representa a curva-concentragao-resposta da fragado F3 sobre as linhagens

celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentragdo do extrato

utilizado. A analise desta curva demonstrou que a F3 produziu inibicdo de crescimento

sobre todas as linhagens.
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Grafico 7: Curva concentragdo-resposta da fragdo F3 sobre as linhagens celulares,

relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragédo do

extrato utilizado.
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6.2.7. Atividade antiproliferativa da Fracao F4

O gréfico 8 representa a curva-concentragao-resposta da fragado F4 sobre as linhagens
celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentragdo do extrato
utilizado. A analise desta curva demonstrou que a F4 produziu inibicdo de crescimento

sobre todas as linhagens.
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Grafico 8: Curva concentracao-resposta da fragdo F4 sobre as linhagens celulares,
relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragao do

extrato utilizado.
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6.2.8. Atividade antiproliferativa da Fragcao F5

O gréfico 9 representa a curva-concentragao-resposta da fragao F5 sobre as linhagens
celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentragdo do extrato
utilizado. A analise desta curva demonstrou que a F5 produziu principalmente inibicao

de crescimento com boa correlagdo entre concentracdo e efeito, mas sem qualquer

seletividade.
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Grafico 9: Curva concentracao-resposta da fragcdo F5 sobre as linhagens celulares,

relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragao do
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6.2.9. Atividade antiproliferativa da Fragcao F6

O grafico 10 representa a curva-concentragdo-resposta da fragdo F6 sobre as
linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentragdo do
extrato utilizado. A analise desta curva demonstrou que a F6 produziu inibicdo de
crescimento e morte celular para todas as linhagens e boa correlagdo entre

concentracao e efeito.
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Grafico 10: Curva concentracao-resposta da fracdo F6 sobre as linhagens celulares,
relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragao do

extrato utilizado.
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6.2.10. Atividade antiproliferativa da Fragao F7

O grafico 11
linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentragcdo do
extrato utilizado. A analise desta curva demonstrou que a F7 apresentou inibicao de
crescimento e morte celular para a maioria das linhagens com boa correlagdo entre
concentragao e efeito e elevada poténcia. Nas linhagens de rim (786) e célon (HT-29) o
efeito predominante foi sobre a inibicdo de crescimento. Pode-se observar seletivade
para as linhagens de mama (MCF-7), prostata (PCO-3), ovario (OVCAR) e ovario

resistente (NCI-ADR).
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Grafico 11: Curva concentragdo-resposta da fragdo F7 sobre as linhagens celulares,

relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragédo do
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6.2.11. Atividade antiproliferativa da Fragao alfa (F alfa)

O gréfico 12 representa a curva-concentragao-resposta da fragao alfa obtida da Fr 7

sobre as linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a

concentracdo do extrato utilizado. A analise desta curva demonstrou que a Fr alfa

produziu inibigdo do crescimento e morte celular para todas as linhagens.
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Grafico 12: Curva concentragao-resposta da fracdo alfa sobre as linhagens celulares,

relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragao

do extrato utilizado.
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6.2.12. Atividade antiproliferativa da Fragao Beta (Fr Beta)

O gréafico 13 representa a curva-concentragao-resposta da fragcado Fr Beta sobre as
linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentragdo do
extrato utilizado. A analise desta curva demonstrou que a Fr Beta produziu inibicdo do
crescimento e morte celular para seis linhagens, com boa correlagdo entre
concentragao e efeito e seletividade. Nao produziu efeito sobre ovario resistente (NCI-

ADR) e somente atividade citostatica sobre célon (HT-29) e rim (786-0).
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Grafico 13: Curva concentragao-resposta da fracdo Fr Beta sobre as linhagens
celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a

concentracao do extrato utilizado.
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6.2.13. Atividade antiproliferativa da Fragao Gama

O grafico 14 representa a curva-concentragao-resposta da fragcdo pura sobre as
linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentragdo do
extrato utilizado. A analise desta curva demonstrou que essa fragao produziu inibicao
de crescimento com elevada seletividade para a linhagem de PCO-3 e morte celular
para a maioria das linhagens exceto para 786-0 e HT-29. Sobre a NCI-ADR nao houve

efeito significativo.
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Grafico 14: Curva-concentracado-resposta da Fracdo Gama sobre as linhagens
celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentragao

da fracao utilizada.

64



Tabela 2: TGI (Inibicdo Total de Crescimento) dos extratos e fragdes obtidas de

K.coriacea. Esses valores foram calculados a partir da regressao sigmoide do grafico

gerado pelos valores de absorbancia do experimento. Quanto menor o valor, maior a

poténcia do extrato ou fragdo (Hoelbeck, 2004).

Linhagens
Celulares UACC | MCF-7 | NCI.ADR | 786-0 | NCI-460 | PC-03 | Ovcar-3 | HT-29 | K562
62
TGl (ug/mL)

EBE >250 204,2 |>250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
EBD >250 62,7 >250 38,26 |71,5 167,7 [146,4 154,2 [16,16
EBDQ 46,5 32,6 54,4 17,10 28,0 23,8 11,34 4,42 15,3
Fracao1 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
Fracdo 2 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
Fracdo 3 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
Fracdo 4 >250 >250 >250 >250 >250 248 213,7 >250 222
Fracdo 5 56,7 55,9 104,2 99,2 158,5 61,4 66,12 192,7 [114,7
Fracdo 6 49,6 80,6 98,1 46,9 93,1 35,4 46,5 35,5 41,8
Fracdo 7 12,86 3,37 3,09 23,6 33,07 2,64 3,35 15,93 |3,11
Fracdo Alfa 8,20 2,33 14,1 35,1 47,6 55,3 36,0 61,4 29,3
Fracdo Beta 15,38 1,54 >250 >250 22,21 1,15 0,86 111,68 (2,59
Fracdo Gama |[37,5 26,6 >250 >250 29,0 33,7 31,5 >250 25,3
Doxorubicina | 3,55 4,7 >250 1,48 91,67 129,66 [16,35 0,88 1,45

6.2.14. Teste de Atividade Geral (screening hipocratico)

Todos os grupos tratados (0,5; 1,0; 1,5; e 2,0 g/kg) ndo apresentaram alteracdo de

peso significativa (média + 30 g), sem o aparecimento de ébitos durante os 15 dias de

tratamento. Também n&o houve alteragdes de pélo, nem diarréia e nenhuma outra

alteracado aparente, como depressao, excitacao e convulsdes. A coordenacao motora e

o tbnus muscular estavam normais.
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6.2.15. Atividade “ in vivo” - Hollow Fiber

Padronizagao do ensaio in vivo — Hollow fibe

O grafico 15 apresenta os resultados obtidos durante a padronizagdo do modelo,
utilizando o implante de células tumorais em fibras semi-permeaveis. Pode-se observar
que a doxorrubicina inibiu o crescimento da linhagem MCF-7 nos dois sitios de
implante. No entanto, ndo apresentou atividade sobre a proliferagdo da linhagem
resistente as multiplas drogas, reproduzindo os resultados dos testes em cultura de

células.
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Grafico 15: Inibicdo do crescimento celular da doxorrubicina nas linhagens MCF-7 e
NCI-ADR na concentracdo de 10°. Tratamentos: salina (10mL/kg),
doxorrubicina (6 mg/kg). ANOVA: MCF7 (s.c.): F(16,2)= 6,1 *p<0,01.
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6.2.16. Avaliagao da fragao 7 e da doxorrubicina s.c

O grafico 16 demonstra a atividade da Fr7 e da doxorrubicina sobre as linhagens MCF-
7, NCI-ADR e OVCAR (10° cells/mL), contidas nas fibras semipermeaveis implantadas
no compartimento subcutaneo (s.c.), dos camundongos. Comparada com o grupo
controle, a Fr7 inibiu o crescimento celular da linhagem de mama (MCF-7) em 44% e a
de ovario (OVCAR) em 27%. A doxorrubicina inibiu o crescimento celular da linhagem
de mama (MCF-7) em 44% e a de ovario (OVCAR) em 36%

1,5 5

1,4

o] B VI CF7
B X NCIADR
1.2 7 B OVCAR

1,1

Absorbancia
o
~
1

Salina Doxorrubicina Fr7

Grafico 16: Inibicdo do crescimento celular da Fr7, doxorrubicina e salina sobre as
linhagens celulares (s.c). Tratamentos: salina (10mL/kg), doxorrubicina (6
mg/kg) e Fr7(1g/kg). ANOVA: MCF7 (s.c.): F(16,2)= 8,7 **p<0,01.
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6.2.17. Avaliagao da fragao 7 e da doxorrubicina i.p

O grafico 17 demonstra a atividade da Fr7 e da doxorrubicina sobre as linhagens MCF-
7, NCI-ADR e OVCAR (106 cells/mL), contidas nas fibras que foram implantadas no
compartimento intraperitoneal (i.p.), dos camundongos. Comparada com o0 grupo
controle, a Fr7 inibiu o crescimento celular da linhagem de mama (MCF-7) em 61% e a
de ovario (OVCAR) em 62%. A doxorrubicina inibiu o crescimento celular da linhagem

de mama (MCF-7) em 40% e a de ovario (OVCAR) em 46%.
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Grafico 17: Inibicdo do crescimento celular da Fr7, doxorrubicina e salina sobre as
linhagens celulares (i.p). Tratamentos: salina (10mL/kg), doxorrubicina (6
mg/kg) e Fr7 (1g/kg). ANOVA: MCF7(i.p): F(152) =9,32; OVCAR(i.p): F(14.2)
=12,92. *p<0,05; **p<0,01.
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6.2.18. Atividade sobre a liberagdo de Oxido Nitrico da Fragao 7

O grafico 18 representa a influéncia do tratamento prévio da linhagem MCF-7 com um
estimulante da producdo de NO, o lipopolissacarideo (LPS), e um inibidor de NO
sintase, o L-NAME, na acéo da fragao 7, relacionando a porcentagem de crescimento
celular e os tratamentos utilizados. A anadlise do grafico demonstrou que a atividade
citostatica da fragdo 7 foi intensificada com o tratamento prévio com LPS e diminuida

com o bloqueio de NO sintase pela agao do L-NAME.
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Grafico 18: Inibicdo do crescimento celular da Fr7 (250 ug/mL) com LPS e Fr7 com o
inibidor de 6xido nitrico sintase L-NAME (6mM) sobre a linhagem MCF-7.
(ANOVA: F= 8,6 p < 0,001. Teste de Duncan: *p< 0,001)
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6.2.19. Avaliagao sobre o de Crescimento de Fibroblastos Humanos:

Como ja discutido na introdugao, a fim de avaliar se a FR7 poderia também estimular
ou inibir o crescimento de fibroblastos, realizou-se experimento onde as células foram
expostas a uma situagado de caréncia de fatores de crescimento (suplementagdo do
meio com apenas 0,3% de soro fetal bovino) e em seguida essas mesmas células

foram colocadas na presenca das amostras em analise. Nessas condi¢des
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Grafico 19: Curva-crescimento celular versus concentracdo do ensaio de indugao de

crescimento em fibroblastos.
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7. Discussao

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas vem desde as antigas
civilizagdes. Nos ultimos anos, a populacdo de muitos paises tem mostrado grande
interesse na busca da medicina alternativa ou em complementar a medicina tradicional
(Yee e col., 2005). Muitas espécies de plantas sdao uma importante fonte de novas
drogas utilizadas no tratamento de doengas de dificil cura, como o cancer (Sarcoman,
2008).

O Brasil possui grande diversidade de espécies vegetais. O Cerrado é uma regiao
tipica brasileira ocupando 25% do territério nacional, sendo encontrado nas regides
Nordeste, Norte, Centro-Oeste e Sul do pais (Cortez e col., 1997). O potencial para
descoberta de novas drogas a partir de extratos vegetais deste bioma motivou o estudo
da espécie Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc (Clusiacea), conhecida popularmente
como “Pau-Santo” (Alves e col.,2000), seus extratos apresentaram atividade
antiproliferativa significativa em testes preliminares e por isso foi selecionada para este

projeto (Cortez e col., 1997).

Para preparacao dos extratos brutos obtidos de planta fresca, o material vegetal (folhas
e caule), foi moido com gelo seco com a finalidade de evitar a perda de substancias
termolabeis. Posteriormente foi feita a extragcdo com diclometano, resultando no EBD
(extrato bruto diclometanico). O residuo vegetal deste processo foi retomado e
esgotado com etanol 95%, fornecendo o EBE (extrato bruto etandlico). O EBD é rico
em compostos de baixa e média polaridade e o etandlico de média e elevada
polaridade. O EBD e o EBE foram avaliados no teste da atividade antiproliferativa “in
vitro” utilizando linhagens tumorais humanas. A analise dos resultados demonstrou que
o EBD apresentou melhor atividade antiproliferativa do que o EBE, produzindo inibicao
de crescimento e morte celular com seletividade para leucemia. Portanto, o EBD foi
escolhido para dar continuidade a este estudo. Uma segunda parte do material vegetal
foi seca em estufa, com a finalidade de impedir a hidrdlise e bloquear o crescimento de

microorganismos, que poderiam alterar as substancias quimicas presentes.
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Para preparagao do extrato bruto diclometanico obtido a quente, o material vegetal
seco de Kielmeyera coriacea foi extraido com diclorometano, através de aquecimento
em baléo de vidro acoplado a um condensador de refluxo (aparelho soxhlet). Obteve-se
assim o extrato bruto diclometanico quente (EBDQ). Este procedimento teve como
objetivo a avaliagdo da estabilidade térmica dos principios ativos do EBD. No teste de
atividade em cultura de células tumorais humanas o EBDQ apresentou resultados
semelhantes aos do EBD, com seletividade para célon, ovario, rim e leucemia. Além
dos resultados em cultura o rendimento desse processo foi maior e por isso,
selecionado para o prosseguimento do trabalho de isolamento e identificagdo dos

principios ativos.

A identificagdo de substancias ativas presentes nas plantas, bem como a determinacéao
do mecanismo de agao, constituem no principal desafio para quimica farmacéutica e
para a farmacologia, pois as espécies vegetais contém inumeros constituintes que nos
extratos podem apresentar efeitos sinérgicos contribuindo com a mesma atividade, ou
ainda efeitos antagbnicos. Por isso, € importante o fracionamento do extrato bruto,
levando ao isolamento de compostos que podem possuir maior atividade que o extrato
bruto (Maciel e col., 2002; Houghton e col., 2007).

O EBDAQ foi fracionado por meio de técnicas cromatograficas, dando origem a sete
fragbes: de F1 a F7. Estas fragbes foram submetidas ao teste de atividade
antiproliferativa “in vitro” e foi constatado que a fracdo F7 apresentou melhor atividade
antiproliferativa. Esta fragao apresentou inibicdo de crescimento e morte celular para a
maioria das linhagens com boa correlagdo entre concentragdo e efeito e elevada
poténcia e seletividade para mama, préstata, ovario e ovario resistente. A seletividade
para linhagens que sofrem influéncia de hormdnios sexuais foi a principal caracteristica

dessa fragao.

A pesquisa de compostos com aitividade anti-cancer descobertos através da triagem “in
vitro”, depende da comprovacgao da eficacia “in vivo” em um ou mais modelos, pois
dificuldades de absorcao, distribuicdo e metabolizacdo rapida podem inibir a atividade

(Houghton, 2007). Esses modelos (in vivo) necessitam de uma quantidade consideravel

73



de materiais, animais de laboratério, amostras teste, além de tempo e custos para
determinar se uma amostra teria atividade antitumoral (Hassan e col., 2001). No
entanto, desde 1995 o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos adotou uma
metodologia utilizando fibras semi-permeaveis (Hollow Fiber) contendo células tumorais
humanas que s&o introduzidas em camundongos imunodeficientes. Desde entdo
inumeros compostos tém sido selecionados com atividade antitumoral de acordo com
esta metodologia (Suggitt e Bibby, 2005). Devido a sua praticidade e resultados
promissores conseguidos, essa metodologia foi desenvolvida pela Divisdo de
Farmacologia e Toxicologia do CPQBA. A Fragcao 7 foi escolhida para avaliagédo neste
experimento, por ter apresentado atividade antiproliferativa significativa e bom

rendimento.

O ensaio de Hollow Fiber (HF) n&do € utilizado em substituicdo ao modelo em que a
massa tumoral é introduzida diretamente nos animais (modelo xenografico), pois as
células tumorais no ensaio HF, ndo interagem com os tecidos do hospedeiro
provocando interagcbes complexas e metastases. No entanto, € uma promissora
ferramenta para avaliar a capacidade das células tumorais crescerem em dois
compartimentos fisioldgicos distintos, demonstrando a facilidade de agentes anticancer
alcangarem as células dentro das fibras produzindo atividade citocida e/ou citostatica
(Hollingshead e col., 1995; Decker e col., 2004). Além de ser um meio de investigar as
propriedades farmacodindmicas em animais cumpre plenamente com os principios de

“reducao”, “refinamento” e “substituicdo” na pesquisa utilizando animais de laboratério,
selecionando novas moléculas para posteriores testes pré-clinicos (Suggitt e col.,
2006). Varios modelos xenograficos utilizando tumores humanos tem sido descritos nos
ultimos anos. Embora estes modelos tenham sido importantes no desenvolvimento de
novos agentes quimioterapicos, eles sdo acompanhados por limitagdes como alto custo
(grande numeros de animais), tempo para completar o ensaio, além de necessitar de
substancias puras em quantidades adequadas para serem testadas em um grande
numero de animais. O ensaio do Hollow Fiber facilita esta triagem, pois além de ser
rapido e sensivel é aplicavel em uma variedade de tipos de células (Hollingshead e col.,

1995).
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O protocolo do NCI-EUA envolve o uso de camundongos nude (imunodeficiente) nestes
experimentos. Mas, a implantacdo de fibras tem sido demonstrada tanto em
camundongos imunodeficientes, como em imunocompetentes, sem causar destruicéo
imunologica pelo hospedeiro ou impedir o crescimento de células tumorais (Chu e col.,
1998; Jonsson e col., 2000; Jonsson e col., 2001; Suggitt e col., 2006). Estes dados
confirmam que varias linhagens de camundongos podem ser utilizadas no ensaio HF,
com vantagens econbémicas. Por isso, neste trabalho foram utilizados camundongos
Balb/c imunocompetentes. Em estudos anteriores, Suggitt e colaboradores (2006),
compararam o crescimento de células tumorais (HT-29) em fibras (HF) em animais
imunocompetentes (NMRI mice) com animais imunodeficientes (NCR/nu). Chegaram a
conclusao que o crescimento das células tumorais nas duas situacdes foi equivalente
(Suggitt e col.,, 2006); Do mesmo modo, Jonsson e colaboradores (2000)
desenvolveram o mesmo modelo animal (Hollow Fiber) com ratos imunocompetentes
(Sprague Dawley Rat) para estudos farmacocinéticos e de toxicidade hematoldgica.
Nesse modelo a ciclofosfamida apresentou atividade antiproliferativa significativa para a
linhagem MCF-7 (mama), comprovando que este tipo de animal ndo altera os
resultados quando comparado aos imunodeficientes (Jonsson e col., 2000). No ano
seguinte este mesmo pesquisador avaliou atividade do CHS 828 - uma droga que
pertence quimicamente a familia das cianoguanidinas - em leucemia e cancer ovario,
no modelo de HF utilizando ratos imunocompetentes (Sprague Dawley Rat), também

obtendo resultados satisfatorios (Jonsson e col., 2001).

Depois dos testes de toxicidade aguda com a Fragdo 7 o estudo utilizando fibras
semipermeaveis realizado. A atividade anti-cancer foi determinada nas linhagens mama
(MCF-7), ovario (OVCAR-03) e ovario resistente (NCI-ADR/RES) contidas nas fibras. A
linhagem NCI-ADR/RES era conhecida como uma linhagem de tumor de mama
resistente a multiplos farmacos, no entanto, estudos genéticos recentes (Liscovitch e
Ravid, 2007) descobriram que trata-se de uma linhagem de ovario (OVCAR-8) que
passou a expressar o fendtipo de resisténcia a multiplos farmacos. Isto provavelmente
aconteceu devido a contaminacido cruzada, em laboratério, da linhagem MCF-7 com
células de OVCAR-8. A OVCAR-8 ¢ derivada de pacientes com cancer em tratamento
com quimioterapia, e provavelmente devido a mutagcdo no gene p53 sao mais

resistentes a doxorrubicina". (Shoemarker , 2006; Liscovitch e Ravid, 2007).
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Esses linhagens foram selecionadas de acordo com a seletividade apresentada pela
fracao 7 em cultura de células tumorais. Assim, o tratamento com a fragao 7, reduziu a
densidade celular da linhagem MCF-7 em 61% quando as fibras foram implantadas no
abdomem (i.p), enquanto que a doxorrubicina, a droga padrdo, mostrou reducédo de
44%. Nas fibras subcutaneas, a Fracdo 7 mostrou reducdo de 44%, mesmo valor
obtido pela doxorrubicina. No cancer de ovario, tanto a Fracdo 7 quanto a doxorrubicina
mostraram inibigdo significativa apenas nas fibras intraperitoneais. Para a linhagem
NCI-ADR, tanto a Fragcdo 7 quanto a doxorrubicina, ndo apresentaram efeito
significativo. No entanto essa linhagem foi a que apresentou o menor crescimento no
interior das fibras, quando comparada com as demais. Os resultados obtidos in vitro
foram reproduzidos in vivo sugerindo que os principios ativos tém condicbes de
alcangar a circulacdo e chegar em diferentes locais do organismo. Com isso, a
identificacdo dos principios ativos responsaveis por essa atividade tomou-se
fundamental. Desse modo, a fragdo 7 foi submetida a diversos procedimentos
cromatograficos, originando trés fracbes que foram biomonitoradas pelo teste de

citotoxicidade.

Do fracionamento da Fracdo 7 foram obtidas as fracdes: Fr Alfa, Fr Beta, Fr Gama. A
analise dos resultados demonstrou que a Fr Beta produziu inibicado do crescimento e
morte celular para a maioria das linhagens, com boa correlagdo entre concentracéo e
efeito com seletividade para ovario, mama e prostata. Embora ndo houve efeito sobre a
linhagem de ovario resistente o padréo de seletividade para as linhagens que sofrem
influéncias de esteréides sexuais foi mantida. A comparagao dos valores de TGl (tabela
2) demonstra também que substédncia da Fragdo 7 que produziu morte celular da
linhagem de ovario resistente, muito provavelmente ficou na fragao alfa que produziu

morte celular dessa linhagem.

A identificacdo dos constituintes quimicos teve importancia fundamental para o
trabalho. Como o rendimento da fragao beta foi muito baixo um novo processo de
extragdo e purificagdo utilizando quantidade elevada de material vegetal foi realizado.
Para obtencado de 100 mg dessa fragao foi consumido muito material e muito tempo. A

cromatografia em camada delgada dessa fragdo apresentou mancha unica sugerindo a
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presenca de um unico composto. Dessa forma foi encaminhada ao Instituto de Quimica
da UNICAMP para determinacédo de sua estrutura quimica. A analise por espectro de
massas, RMN'H e *C porém, revelou a presenca de mais do que uma substancia. A
comparagao dos espectros de RMN'H, RMN"*C com dados de modelos de terpenos da
literatura (Mahato e col., 1994, 1997) sugeriu que a fragdo B € uma mistura de

triterpenos pentaciclicos de esqueleto oleénico e ursalico.

Considerando que os esterdides podem ser considerados derivados dos triterpenos, a
seletividade dessa fragdo para as linhagens de mama, ovario e prostata reforga a

hipétese dessas substancias serem as responsaveis pelos efeitos observados.

Os terpenos formam uma classe de compostos onde ja foram identificados
aproximadamente 30.000 compostos. Sido divididos de acordo com o numero de
moléculas de isopreno (C5) em monoterpenos (10), sesquiterpenos (C15), diterpenos
(20), sesterpenos (c25), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (Dzubak e col., 2006).
Na ultima década, o interesse na pesquisa de triterpenos teve um grande incentivo em
virtude dos diversos efeitos farmacoldgicos observados. Existem pelo menos cerca de
4000 triterpendides identificados na natureza como: triterpenos, triterpenos glicosideos
(saponinas), fitoesterdis e seus precursores (Connoly e col., 2002; Dzubak e col.,
2006).

O Triterpenos possuem efeitos anti-inflamatérios, hepatoprotetor, analgésico,
antimicotico, antiviral e também anti-cancerigenos (Chen e col., 2005). Os triterpenos
com estrutura pentaciclica sdo aqueles que possuem maior capacidade anti-
cancerigenas, como os acidos ursolicos e oleanicos. Ambos sédo hepatoprotetores, isto
€, sdo eficazes na protegdo contra lesdes hepaticas induzidas quimicamente em
animais de laboratério (Liu J, 2005). Na China, o acido oleandlico, € comumente
utilizado no tratamento de hepatite (Chen e col., 2005). Ambos os acidos também
possuem atividade antiinflamatéria (Lie J, 1995), sendo que este mecanismo de agao
(Tsuruga e col, 1991) e inibicdo da atividade das enzimas lipoxygenase e
ciclooxigenase, reduzindo os fatores inflamatorios produzidos durante a cascata do

acido araquidénico.(Simon e col, 1992).
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Os Triterpendides Ursolicos sdo encontrados em diversas plantas, como por exemplo,
o Alecrim (Rosamarinus officinalis); Lavanda (Lavandula augustifolia), hortela (Menta
piperita) e tomilho (Thyms vulgaris), entre muitas outras. Os Triterpendides oleandlico é
também um triterpendide pentaciclico, sendo um isébmero do ursdlico. Os dois séo
obtidos em igual quantidade, porém o oleanico exibe uma atividade inferior ao seu
isdmero. Mesmo assim, possui uma maior capacidade anti-cancerigena que a maioria
dos triterpendides. Acido oleandlico, por exemplo, € encontrado em elevada
concentracdo na raiz de Ginseng (Panax Ginseng) (Lie J, 1995; Patocka, 2003).
Estudos em ratos mostraram a diminui¢do significativa da ocorréncia de tumores de
pele (Huang e col, 1994; Oguro e col., 1998), sendo que no Japao ja sido utilizados no

tratamento de cancer de pele. (Muto e col., 1990).

Ambos triterpendides agem em varias fases de desenvolvimento tumoral, inibindo a
iniciacao e promocao tumoral, induzindo a diferenciagao celular e a apoptose. (Oguro e
col., 1998). Induzem diferenciagao celular em linhagem de teratocarcinoma (Lee e col.,
1994) e possuem atividade antiangiogénica (Sohn e col., 1995; Ovesna e col., 2004).
Os derivados do acido oleandlico sdo igualmente eficazes contra leucemia mieldide
aguda por induzir apoptose das células tumorais (Konopleva e col., 2004). Também
induzem apoptose em células tumorais de pulmao e em células leucémicas (Zou e col.,
2004). Outro mecanismo estudado é a supressdao da expressdo de determinados
oncogenes como c-jun e c-FOS (Rhew e col., 1993); Em teste “in vitro” apresenta-se

como inibidor da Topoisomerase | e || humanas (Dzubak e col., 2006).

Depois desta estapa, o trabalho seguiu com a demonstragdo do provavel mecanismo
de acdo. Foi a avaliada a interferéncia do 6xido nitrico na atividade antitumoral, pois
estudos anteriores atestam que a massa tumoral apresenta uma elevada producao de
oxido nitrico sendo que este possui atividade antitumoral dependente da concentragao,

induzindo a apoptose (Floyd e col, 2007).

Ha tempos, foi descoberta que a acédo vasodilatadora produzida por varios agentes
farmacolégicos € mediada por uma substancia produzida nas células endoteliais,

denominada até pouco tempo de EDRF (Fator de Relaxamento Derivado do Endotélio).
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Ignarro (1987) descobriu que o até entdo denominado EDRF era na verdade uma
molécula ja conhecida: o Oxido Nitrico (NO). A partir dai, essa molécula de potente acéo
vasodilatadora encabecou a lista das substincias mais pesquisadas pelos cientistas
(Ignarro, 1987; Wink e col., 1998).

O o6xido nitrico € uma importante molécula sinalizadora em numerosos processos
fisioldgicos e em condicdes patoldgicas, sendo produzida quando a enzima Oxido Nitrico
Sintase (NOS) cataliza a conversao de L-arginina a L-citrulina. Existem trés isoformas de
NOS, sendo duas constitutivamente expressas pelo tecido endotelial e neuronal,
responsaveis pela producdo basal de NO e dependentes de Calcio. Ja a terceira
isoforma, denominada NOS induzivel, é calcio-independente, ndo é expressa na maioria
dos tecidos sob condigcdes normais, mas pode se estimulada por lipopolissacarideos e

varias citocinas (Thomsen e col., 1998).

Diversos estudos sugerem que o NO apresenta atividade antitumoral mas também
propriedades pro-tumorais, na dependéncia da concentragdo e do tempo de exposicao,
assim como pelo tipo de tecido. Baixas concentragdes de NO podem estimular o
crescimento celular e proteger varios tipos celulares do processo apoptético, enquanto
que concentragdes elevadas podem inibir o crescimento celular e induzir a apoptose
(Floyd e col, 2007). Os efeitos pro-apoptéticos parecem estar mais relacionados as
condigbes fisiopatoldgicas, quando grandes quantidades de NO s&o produzidas por

sintese induzida de NO (Simon e col., 2000).

O NO pode afetar a expressao e a atividade de proteinas criticas no ciclo celular, pois a
exposicao das células aos doadores de NO pode resultar em supra-regulacéo do gene
supressor de tumor, o p53, possivelmente em resposta ao dano do DNA mediado pelo
NO (Pedroso e col., 2000).

Portanto, visando correlacionar se a atividade anticancer seria por esta via, isto é, se a
atividade citotdxica estaria relacionada ao aumento da produgado de 6xido nitrico, a
fragdo 7 foi avaliada em células de mama (MCF-7), tratadas com a Fragdo 7 + L-
NAME, (L-NAME é um inibidor da enzima 6xido nitrico sintetase, portanto bloqueia a

producdo de 6xido nitrico) e a Fragédo 7 + LPS (Lipopolissacarideos de E. coli), que
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estimula a producido de oxido nitrico. Os resultados demonstraram que a atividade foi
reduzida na presenca de bloqueio da sintese de NO e estimulada pelo LPS, sugerindo

a participagao do oxido nitrico no mecanismo de acéo dos principios ativos da fragao 7.

Segundo You e colaboradores (2001), o acido ursélico apresenta atividade anti-tumoral
por estimular a liberacdo de oxido nitrico, induzindo dano ao DNA da célula levando
esta a apoptose, corroborando com nossos resultados (You e col., 2001). Outro
composto semelhante € o agente antineoplasico paclitaxel (Taxol), diterpeno
originariamente extraido das cascas e folhas do Taxus breviofolia. Apresenta atividade
contra cancer de mama e cancer de ovario, por impedir a despolimerizagdo de
microtubulos e a progressao do ciclo-celular com consequente morte celular e inibicao
da progressdo tumoral. No entanto, estudos recentes demonstraram que o paclitaxel
estimula “n vitro” resposta similar ao LPS, induzindo a liberagdo de oxido nitrico,

mediando a citotoxicidade de células tumorais (Kirikae e col., 1995; Mullins e col., 1998)

O principio da seletividade (acdo da droga especifica para célula neoplasica) na
maioria dos quimioterapicos, ndo é tdo desejavel quanto se gostaria, pois ha muitos
efeitos colaterais para o ser humano. Muitos dos efeitos colaterais resultam dos danos
causados pela quimioterapia sobre as “células normais” (ndo-cancerigenas), uma vez
que o tratamento afeta o processo de crescimento e de multiplicacdo, e mais
especificamente das células de multiplicacdo rapida, como exemplos pode-se citar o
revestimento do sistema digestivo: boca, es6fago, estbmago e intestinos — com o
aparecimento de mucosite, dor de garganta, diarréia além da queda de cabelo
(Almeida e col.,2005).

A Fracao 7 apresentou atividade antiproliferativa “in vitro” e “in vivo” em linhagens
celulares de cancer. Com a finalidade de expandir os conhecimentos sobre os efeitos
citotoxicos desta fracdo em células ndo-cancerigenas, foi realizado o ensaio (in vitro)
em células de fibroblastos (“normais”) (Jorge e col.,, 2008). Os fibroblastos estédo

envolvidos em processo de cicatrizacdo, que envolve processos como inflamacéo,
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proliferagao celular e formagao de colageno. O ensaio de indugdo de crescimento de
fibroblastos apontou que a fracdo 7 embora tenha atividade antiproliferativa para
linhagens celulares cancerigenas, possui baixa toxicidade para células “normais”. Nas
mesmas condigdes a alantoina, cicatrizante, estimulou o crescimento de fibroblastos
em até 90%. Estes resultados estimulam a continuidade dos estudos de atividade

anticancer e de toxicidade dos principios ativos dessa espécies vegetal.
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8. Conclusoes

v' O Extrato Bruto Diclorometanico obtido & quente (EBDQ) de Kielmeyera.
coriacea apresentou (in vitro) atividade antiproliferativa significativa em linhagens

celulares tumorais humanas;

v" Os resultados obtidos in vitro foram reproduzidos in vivo sugerindo que os
principios ativos tém condi¢cdes de alcangar a circulagdo e chegar em diferentes

locais do organismo.

v' A fracdo Beta, € uma mistura de triterpenos pentaciclicos de esqueleto oleanico

e ursolico;

v' O ensaio de inducdo de crescimento de fibroblastos apontou que a fracdo 7
embora tenha atividade antiproliferativa para linhagens celulares cancerigenas,

tem baixa toxicidade para células “normais”.

v' A fragdo 7 apresentou atividade semelhante ao Lipopolissacarideos de E. coli na
linhagem tumoral de mama, levando-nos a sugerir que esta apresenta atividade

antitumoral por inibir a produgao de 6xido nitrico.
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