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RESUMO

Cancer € a segunda causa de morte no mundo, com um aumento progressivo no nimero de
casos, deixando clara a necessidade de desenvolvimento de novos quimioterdpicos mais
eficientes e, sempre que possivel, com menos efeitos colaterais. Os produtos naturais
constituem uma rica fonte de novos quimioterdpicos, principalmente pela possibilidade de
acdo sobre multialvos. Neste contexto, estudos preliminares de nosso grupo de pesquisa
demonstraram que o extrato bruto etandlico (EBE) das folhas de Boehmeria caudata Sw. foi
efetivo no teste de atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais e ndo tumorais.
Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial antitumoral e anti-
inflamatériodos da fracdo rica em alcaloides obtida de B. caudata através de experimentos in
vitro e in vivo. Os resultados demonstraram que o potencial antiproliferativo de B. caudata
pode ser atribuido a presenga de alcaloides fenantroquinolizidinicos (FA). Dentre as linhagens
avaliadas, uma das mais sensiveis foi a linhagem tumoral de pulmao (NCI-H460) com 0,17
ug mL" de inibicdo total de crescimento. Somado ao fato de que no Brasil, o cincer de
pulm@o € o segundo de maior incidéncia entre os homens e o quarto entre as mulheres, esta
linhagem foi escolhida para as andlises de mecanismo de a¢do. Assim, a FA promoveu parada
no ciclo celular de NCI-H460, com aumento na subpopulacdo em fase G2/M, apds 24 e 48 h
de tratamento, promovendo também um leve aumento nas subpopulacdes de células com
exposicao de residuos de fosfatidilserina sem perda de permeabilidade de membrana, apds 24
h de tratamento e naquelas com exposi¢cao e perda de integridade de membrana, apds 36 h de
tratamento. Além disso, FA diminuiu a capacidade de recuperacao e de replicacdo das células
de NCI-H460, ap6s a retirada do tratamento, refor¢cando o possivel efeito de FA sobre o ciclo
celular. Nos experimentos in vivo, tanto o EBE quanto a FA reduziram a progressao do tumor
solido de Ehrlich em camundongos Balb-c, com alguns sinais clinicos de toxicidade apenas
ap6s o tratamento com EBE. Além disso, FA também reduziu a inibi¢do e/ou migracao de
neutréfilos nas patas de camundongos com tumor sélido de Ehrlich. As amostras EBE e FA
também foram avaliadas em modelos de inflamacdo. Assim, o EBE apresentou efeito
antiedematogénico no modelo de edema de pata induzido por carragenina apenas nas doses
menor e intermedidria enquanto o efeito anti-inflamatério de FA foi independente da dose. Ja
no modelo de edema de orelha induzido pelo 6leo de créton, tanto EBE quanto FA foram
ativos independente da via de administracdo empregada (vias oral, intraperitoneal e tépica)
sugerindo uma ac¢do inibitéria inespecifica sobre LOX/COX. Além disso, a FA inibiu a
ativacdo ou migracao de neutréfilos para o local inflamado. Por fim, esses resultados indicam
que as partes aéreas de B. caudata sdo uma promissora fonte de alcaloides
fenantroquinolizidinicos com potencial uso nas terapias anti-inflamatéria e antitumoral;
estudos futuros poderdo aprofundar os conhecimentos a respeito dos mecanismos celulares e
moleculares envolvidos nas atividades farmacoldgicas evidenciadas neste estudo.



ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of mortality worldwide, with progressive increase in the
number of cases, highlighting the need of new chemotherapeutic with greater effectiveness
and, whenever possible, with fewer side effects. Natural products have shown to be a rich
source of new chemotherapeutic agents, mainly by action of multi-target activity. In this
context, preliminary studies in our research group showed that the leaves’ crude ethanol
extract (EBE) of Boehmeria caudata Sw. was effective in vitro antiproliferative activity test
against cultured human cancer cell lines and non-cancer cells lines. Thus, the present study
aimed to evaluate the antitumor and anti-inflammatory potencial of alkaloids rich fration
obtained of B. caudata with in vitro and in vivo experiments. The results showed that the
potential  antiproliferative  activity of B. caudata could be attributed to
phenanthroquinolizidines alkaloids (FA). Among the tested cell lines, one of the most
sensitive was the lung tumor line (NCI-H460) with 0,17 pg mL" of total growth inhibiton;
considering that in Brazil, lung cancer is the second most prevalent among men and the fourth
among women, this cell line was chosen to studies the mechanism of action. Thus, FA
promoted cell cycle arrest in NCI-H460 human lung cancer cells, with increase in the
subpopulation at the G2/M, phase 24 and 48 hrs after treatment, promoting also an slight
increase in cell subpopulations with exposure of phosphatidylserine residues without loss of
permeability membrane, 24 h after treatment and those with exposure and loss of membrane
integrity 36 hrs after treatment. Furthermore, FA decreases the ability NCI-H460 cells
recuperation and replication, after the withdrawal of treatment, strengthening the possible FA
effect on the cell cycle. In vivo experiments, with both EBE and FA reduced the progression
of Ehrlich solid tumor in Balb/c mice, with some clinical signs of toxicity only after treatment
with EBE. Furthermore, FA also reduced the inhibition and/or migration of neutrophil mouse
paw when evaluated with Ehrlich solid tumor. EB and FA were also assessed in inflammation
experimental models. Thus, EBE showed antiedematogenic effect on carrageenan-induced
paw edema model only in the lowest and intermediate dose, whereas the anti-inflammatory
effect of FA was independent of dose. In the croton oil-induced ear edema model, both EBE
and FA were, effective, independent of the administration route (oral, intraperitoneal and
topical) suggesting a nonspecific inhibitory action on LOX/COX. The accumulation of
myeloperoxidase per milligram of tissue and the FA inhibition of the activation e/or migration
of neutrophil to the inflamed site. Finally, these results indicate that the aerial parts of B.
caudata are a promising source of phenanthroquinolizidines alkaloids with potential use in
anti-inflammatory and anti-tumor therapies; further studies will provide knowledge of cellular

and molecular mechanisms involved in the pharmacological activities evidenced in this study.
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1. INTRODUCAO
1.1. CANCER

O cancer representa um grande problema de satide publica (Siegel et al., 2016;
Wang et al., 2016) por ser a segunda maior causa de morte no mundo, perdendo somente para
as doencas cardiovasculares (Carvalho et al., 2015). A organizacdo mundial da saide declara
que, sem uma acao imediata, o nimero de mortes globais de cancer ird aumentar 80% em
2030, com maior ocorréncia em paises em desenvolvimento (Khazir et al., 2014).

Para o Brasil, a estimativa para o bi€énio 2016-2017 aponta a ocorréncia de cerca
de 600 mil novos casos de cancer, que s6 de pele ndo melanoma serd aproximadamente 180
mil novos casos. Entre as mulheres e os homens hd diferencas em relacdo a incidéncia dos
casos de cancer. Para homens, depois do cancer de pele ndo melanoma, o segundo cancer
mais frequente € o cincer de prostata, seguido pelo de pulmao, intestino, estdmago e cavidade
oral. Ja nas mulheres, depois do cancer de pele ndo melanoma, a doenga mais prevalecente € o
cancer de mama, seguido pelo intestino, colo do ttero, pulmao e estdmago (ESTIMATIVA-
INCA, 2016).

Os fatores que levam ao cancer sdo variados, podendo estas serem externas ou
internas ao organismo, estando ambas inter-relacionadas. As causas externas referem-se ao
meio ambiente (polui¢do, quimicos, radiagdes, organismos infeciosos e outros) e aos habitos
ou costumes proprios de uma sociedade (tabaco, alimentos processados, alcoolismo e outros).
As causas internas sdo, na maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas, e estdo ligadas
a capacidade do organismo de se defender das agressoes externas (INCA, 2016).

Em relacdo a sua biologia, o cancer € considerado uma doenca genética, pois
ocorre quando a informacdo no DNA celular estd comprometida, e este comprometimento
leva a uma expressdo anormal do gene. Os principais mecanismos pelos quais o
comprometimento do codigo genético ocorre € através de mutacdes e alteragdes epigenéticas,
que conferem a célula uma vantagem seletiva em relacio as células vizinhas, tornando-a mais
apta a se desenvolver no ambiente. Muitas das mutacdes que contribuem para o seu
desenvolvimento ocorrem em dois grupos de genes, um que confere ganho de fungdo a célula
e o outro confere perda de funcdo. O grupo que concede ganho de funcio converte os proto-
oncogenes em oncogenes € desta forma estimulam a divisdo celular, em contrapartida,
mutacdes do tipo perda de fungdo, inativam os supressores de tumor, incapacitando a célula
de controlar o crescimento celular (Alberts et al., 2010). Desta forma, as células alteradas

passam a se comportar de forma anormal, multiplicando-se de maneira descontrolada e a
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rdpida divisdo dessas células tende a tornd-las agressivas e incontroldveis, determinando
formacdes de tumores ou neoplasias malignas, com a capacidade de invadir outros tecidos de
6rgaos vizinhos ou distantes, por meio da migragdo celular pelos vasos sanguineos e linfaticos
(INCA, 2016).

Pelo fato do cancer ser uma doenca genética, no inicio o seu estudo era feito
pensando somente nas células tumorais e em seus genes mutados. No entanto, no final do
século XX, tornou-se cada vez mais claro que muitos dos aspectos dos tumores nao poderiam
ser definidos somente a partir das células cancerosas e seus genes, e que na verdade o cancer é
uma doenca de tecido, que envolve todo o microambiente tumoral (Weinberg, 2008;
Vendramini-Costa e Carvalho, 2012).

Sendo o cincer uma doenga complexa e que apresenta uma grande variedade de
tipos de tumores (mais de 100 tipos de doencas), os pesquisadores Hanahan e Weinberg
(2000) publicaram um artigo de revisdo sugerindo que, este vasto catdlogo de gendtipos de
células cancerigenas ¢ uma manifestacdo de seis essenciais alteracdes na fisiologia da célula,
que coletivamente ditam o crescimento maligno. Os autores discutem que essas modifica¢des
fisiolégicas vao sendo adquiridas durante o desenvolvimento da célula tumoral, e que cada
modificacdo fisiolégica adquirida confere as células tumorais um tipo de vantagem,
constituindo desta forma as caracteristicas (hallmarks) do cancer, que sdo: a autossuficiéncia
na sinalizacdo de fatores de crescimento, insensibilidade aos inibidores de crescimento,
evasdo da morte celular programada (apoptose), potencial replicativo ilimitado, angiogénese,
invasdo tecidual e metastase.

Ap6s 11 anos, estas caracteristicas foram revisadas e os autores descreveram que
o tumor € mais do que células cancerigenas em proliferacdo, e sim um tecido complexo
composto de vdrios tipos de células que participam de interacdes heterotipicas umas com as
outras. Dentro deste ambiente tumoral, as células normais sao recrutadas, formam um estroma
associado com o tumor e agem como participantes ativos na carcinogénese, € que, por fim,
estas células normais contribuem para o desenvolvimento e expressao de certas caracteristicas
do tumor. Assim, completando as seis primeiras caracteristicas do céancer, mais quatro
caracteristicas foram incluidas, como os processos pro-tumorais, que sdo: instabilidade
genOmica (que gera a diversidade genética que acelera a aquisi¢ao das demais caracteristicas)
e a inflamacao associada ao tumor (que favorece e alimenta as caracteristicas adquiridas) e as
caracteristicas emergentes: reprogramacdo do metabolismo celular para suportar o continuo
crescimento e proliferacdo celular e evasdo da destruicdo pelo sistema imune (Hanahan e

Weinberg, 2011).
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Dentre os processos pro-tumorais propostos por Hanahan e Weinberg (2011) est4
a inflamacdo associada ao tumor. Atualmente, dados epidemioldgicos indicam que mais de
20% das mortes por cancer estdo relacionados a inflamacdo e infec¢des cronicas (Greene et

al., 2011).

1.2. CANCER E INFLAMACAO

Virchow, em 1863, foi o primeiro a sugerir a existéncia de uma ligacdo entre
inflamacdo e cancer. Essa hipdtese foi baseada na observacdo de que células inflamatérias
frequentemente estavam infiltradas no estroma tumoral. Porém, a questdo ainda permanece
aberta e a relacdo entre inflamacdo e cancer estd distante de ser completamente resolvida e
esclarecida (Sgambato e Cittadini, 2010).

A inflamacdo € um processo fisiolégico em resposta ao dano no tecido que pode
ser resultado de uma infeccdo por patégenos, irritacdo quimica ou ferida (Philip e Rowley,
2004; Lu et al., 2006). A inflamag¢do pode ser aguda ou cronica, a primeira se caracteriza por
se iniciar rapidamente (em alguns segundos ou minutos) e tem uma duracio relativamente
curta, de alguns minutos a vdrias horas ou alguns dias; suas principais caracteristicas sdo a
exsudacdo de fluidos e proteinas plasmdticas (edema) e a migracdo de leucdcitos,
predominantemente de neutréfilos. A inflamacdo aguda de maneira geral beneficia o
organismo e mantém a homeostase local (Robbins et al., 2010).

Ja a inflamacdo cronica tem uma duracdo maior e estd histologicamente associada
a presenca de linfécitos e macréfagos, a proliferagdo de vasos sanguineos, fibrose e necrose
tissular (Robbins et al., 2010). Entretanto, na inflamacdo cronica, os macréfagos e outras
células inflamatérias presentes no tecido geram uma grande quantidade de fatores de
crescimento, citocinas e espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio que podem causar
danos no DNA. Se os macréfagos ativados persistem, eles podem levar a continuos danos no
tecido. Assim, o microambiente constituido por todos estes elementos supracitados pode
induzir uma proliferacdo celular pelo continuo dano ao tecido, aumentando desta forma o
risco de se desenvolver o cancer (Lu et al., 2006). Além disso, hd evidencias também da
relacdo cancer-inflamacdo em tumores que ndo tiveram inicio em processos inflamatorios
cronicos (Vendramini-Costa, 2012).

O cancer associado a inflamacdo apresenta um microambiente tumoral, no qual
incluem as células tumorais e o tecido do estroma, este ultimo é formado por: células do

sistema imune, fibroblastos, miofibroblastos, citocinas, produtos de lipideos, tecido vascular e
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a matriz extracelular ao redor do tumor (Schneider e Pozzi, 2011; Weber e Kuo, 2012). Entre
os produtos dos lipideos presentes no microambiente tumoral, os produtos derivados do dcido
araquidonico (AA) sdo os mais estudados em relagdo ao crescimento e desenvolvimento do
tumor. O 4cido araquidonico, um dcido graxo poliinsaturado presente no dominio fosfolipideo
da maioria das membranas celulares, é liberado da membrana para o citoplasma por uma
enzima chamada fosfolipase A, (PLA;) em processos patolégicos, como a inflamacao cronica
e o cancer. O AA livre pode ser metabolizado a eicosanoides através de trés principais vias:
via da ciclooxigenase (COX), via da lipoxigenase (LOX) e a via da monooxigenase citocromo

P450 (Fig. 1)(Wang e Dubois, 2010).

Figura 1. Vias de metabolizacdo do 4acido araquiddnico.
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Fluxograma das trés vias de metabolizagdo do 4cido araquidonico a eicosanoides. COX: cicloxigenase, LOX:
lipoxigenase;  PGG;: prostaglandina ~ G,,  PGH;: prostaglandina ~ H,, 5-HPETE: acido
monohidroperoxieicosateraenoico, HETE: d4cido hidroxieicosatetraenoico, LTA,: leucotrieno A,, LTBy:
leucotrieno B4, LTC,: leucotrieno C,, LTD,: leucotrieno D,, LTE,: leucotrieno E,; e EET: acido
epoxieicosatrienoicos. Fonte: baseado nos artigos: Wang e Dubois, 2010; Greene et al., 2011.



31

A via da monooxigenase citocromo P450 (CYP450) dependente do metabolismo
do AA ocorre em vdrios tecidos, incluindo figado, rim e sistema cardiovascular. O seu papel é
particularmente relevante em tecidos que tem baixa expressao da atividade da COX e LOX.
As enzimas do CYP450 relevantes para o metabolismo do dcido araquidonico incluem dois
distintos mecanismos: a da o-hidroxilases, que converte o 4cido araquidonico em dcido
hidroxieicosatetraenoicos (HETEs) e a das epoxigenases, que converte o AA em 4cido
epoxieicosatrienoicos (EETs). Porém, pelo fato da via da CYP450 estar correlacionada mais
com a inflamacgdo e doencas cardiovasculares, muito pouco foi estudado sobre esta via no
cancer, no entanto, alguns trabalhos mostram que os metabdlitos desta via também
apresentam relevancia no microambiente tumoral (Greene et al., 2011).

Na via da cicloxigenase, esta enzima converte 0 AA no metabdlito intermediario:
prostaglandina G, (PGG;) a qual € ainda reduzida a prostaglandina H, (PGH,) através da
atividade de peroxidase da COX. A PGH; é sequencialmente metabolizada em prostandides,
incluindo prostaglandinas e tromboxanos pelas prostaglandinas sintetase e tromboxano
sintetase, respectivamente. J4 a via da lipoxigenase, o AA é convertido no metabdlito
intermedidrio 4acido monohidroperoxieicosateraenoico (5-HPETE), o qual € ainda
metabolizado no instdvel leucotrieno A4 (LTA4) pela enzima S-lipoxigenase (5-LOX). O
LTA4 é subsequentemente convertido a dcido hidroxieicosatetraenoico (5-HETE), leucotrieno
B4 (LTBy), leucotrieno C4 (LTC,), leucotrieno D4 (LTD,) e leucotrieno E4 (LTE,). Os 8, 12 ¢
15-HETE s@o convertidos pelas 8, 12 e 15-LOX respectivamente (Wang e Dubois, 2010;
Yarla et al., 2016).

Em relacio a COX, ha duas isoformas, a COX-1 e a COX-2. A COX-1 ¢
constitutivamente ativa e estd presente na maioria das células do corpo, enquanto que a
expressao da COX-2 € restrita ao rim e em areas do sistema nervoso. Porém, os niveis da
COX-2 s@o altamente induzidos em muitos tecidos por mediadores pré-inflamatdrios e
mitégenos, incluindo fatores de crescimento, citocinas (Nakanishi e Rosenberg, 2013) e
carcinégenos (Schneider e Pozzi, 2011).

Desta forma, os niveis de expressdo da COX-2 estdo aumentados em um grande
nimero de canceres como os de estdmago, esofago, figado, pancreas, cabeca e pescogo,
pulmdo, mama, préstata, bexiga (Wang e Dubois, 2010), intestino e pele (Yarla et al., 2016).
Além disso, o aumento da expressdo da COX-2 estd associado a diminui¢do da sobrevivéncia
entre os pacientes com cancer (Groot et al., 2007). Ainda em relacdo a COX-1, foi observado

0 aumento da sua expressdo em cancer de ovario (Gupta, 2003).
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Levando em conta o microambiente tumoral como alvo terapéutico, os anti-
inflamatdrios nao esteroidais (AINES) tem sido utilizado em tratamento do cancer, seja ele
sozinho ou combinado com outras terapias. Isso porque o principal alvo do AINES € a enzima
COX, tanto a COX-1 quanto a COX-2 (Hussain et al., 2012). De fato, o uso de AINES tem
apresentado efeitos benéficos na reducdo do risco do desenvolvimento de alguns tumores
sOlidos, tais como: mama, célon, pulmao e cancer de préstata (Wang e Dubois, 2010). O anti-
inflamatério Celebra®, por exemplo, foi aprovado pelo FDA (US Food and Drug
Administration) para o tratamento da polipose adenomatosa familiar do célon (Bissell e
Hines, 2011).

No entanto, o uso de AINES tem apresentados efeitos colaterais nestes
tratamentos, isso porque, estes anti-inflamatorios inibem a COX-1, a qual mantém a
integridade da mucosa epitelial do estdmago e do intestino. Quando a COX-1 € inibida por
AINES, esta inibicdo leva a danos nesses 6rgaos, como ulceras e hemorragias (Yarla et al.,
2016). Contudo, o entendimento do papel das prostaglandinas no microambiente tumoral
pode ajudar a desenvolver biomarcadores do cancer e agentes quimiopreventivos e
terapéuticos que apresentem beneficios antitumorais, mas com poucos efeitos colaterais
(Wang e Dubois, 2010).

Apesar de a maioria dos trabalhos focarem na via da COX, estudos mostram que a
via da LOX também apresenta um importante papel na progressio do tumor e na sua
sobrevivéncia (Greene et al., 2011). A LOX € expressa em diversos canceres de origem
epitelial, tais como: cdlon, esofago, pulmao, prostata € mama (Wang e Dubois, 2010). As
principais lipoxigenases expressadas em humanos sdo as S5-lipoxigenase (5-LOX), 12-
lipoxigenase (12-LOX) e 15-lipoxigenase (15-LOX); podendo existir dois tipos: 15-LOX-1 e
15-LOX-2. Tanto a 5-LOX quanto a 12-LOX estimulam a angiogénese € o crescimento do
tumor, a 15-LOX-2 tem acdo anti-tumoral enquanto que a 15-LOX-1 tem ambas atividades
anti e pro-tumoral (Greene et al., 2011).

Estudos de andlises histolégicas com amostras de adenoma humano sugerem uma
forte correlagdo da 5-LOX com o aumento do pdlipo, indicando que esta enzima poderia ter
um papel nos estagios iniciais de cancer de célon (Wasilewicz et al., 2010; Schneider e Pozzi,
2011). Confirmando este resultado, a inibi¢do da 5-LOX com o antagonista de receptores de
cisteinil-leucotrieno (REV5901) impede a proliferacdo de células tumorais de cdlon tanto in
vitro quanto in vivo (Melstrom et al., 2008; Schneider e Pozzi, 2011). O aumento da atividade
da 5-LOX também tem sido associado ao cincer da cavidade oral e o tratamento com

Zyflamend™ reduziu significativamente a hiperplasia e displasia em modelo de carcinoma de
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células escamosa orais em camundongos (Yang et al., 2008; Schneider e Pozzi, 2011). Além
da 5-LOX, a 12-LOX estd presente em cancer de ovdrio e a inibicdo desta enzima tem
apresentado resultados promissores quanto a reducdo da proliferacdo destas células tumorais,
e por fim, a 15-LOX-1 tem sido bastante expressa no linfoma de Hodgkin (Greene et al.,
2011).

Muitos canceres associados a inflamacgdo expressam tanto COX-2 quanto 5-LOX.
Assim, a combina¢do de um inibidor de 5-LOX e um inibidor de COX-2 tem apresentado
uma melhor op¢ao e acdo para o tratamento de varios tumores - pulmao, c6lon, pele, pancreas
e esdfago - do que inibir somente com um desses eicosanoides. Desta forma, inibidores de
COX/5-LOX estao sendo desenvolvidos e podem induzir apoptose nas células tumorais
independente da via do 4cido araquidonico (Greene et al., 2011).

Tanto os leucotrienos quanto as prostaglandinas secretadas pelas células tumorais,
bem como células do sistema imune residentes no tecido, recrutam uma grande quantidade de
células do sistema imune (neutr6filos, macréfagos, células dendriticas e linfocitos) da
circulacio para o microambiente tumoral e em seguida reprogramam estas células para células
pro-inflamatorias (Wang e Dubois, 2010). Os neutréfilos sd@o os leucocitos mais abundantes
no sangue e sdao considerados a primeira linha de defesa durante as inflamacdes e infeccdes.
Além do seu papel cldssico como antimicrobiano, o neutréfilo também estd presente em um
grande nimero de tumores. E diferente do que se acreditava, de que os neutréfilos seriam
meros espectadores no microambiente tumoral, pelo fato de serem células de vida curta,
estudos recentes tém demonstrado que os neutréfilos possuem um papel relevante no cancer,
podendo agir tanto como pré-tumoral quanto como anti-tumoral (Uribe-Querol e Rosales,
2015).

Este papel contraditério dos neutréfilos associados ao tumor (NAT) pode ser
explicado pelo fato de que ha dois fendtipos de neutréfilos, o N1 e o N2. Assim, dependendo
do seu fendtipo o neutréfilo pode ter acdo antitumoral (N1) ou pré-tumoral (N2). Até o
momento, a ocorréncia dos fenétipos N1/N2 tem sido observada somente em modelos de
tumor murinos, sendo necesséria esta confirmacdo em tumores humanos (Hagerling e Werb,
2016). Os NAT com fendtipo N1 produzem espécies reativas de oxigénio e acido hipocloroso,
que podem danificar diretamente e destruir as células tumorais, ja o fendtipo N2, secretam
metaloproteinase-9 da matriz (MMP-9) que libera fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) sequestrado pela matriz extracelular para promover a angiogénese, possuem altos
niveis da enzima arginase 1, a qual inibe a células CD8 T (linfécitos T citotdxico) (Uribe-

Querol e Rosales, 2015).
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Além disso, os estudos com camundongos t€ém demonstrado que neutréfilos com
fenétipo N1 podem ser convertidos para o fen6tipo N2 e vice-versa (Moses e Brandau, 2016),
isso porque, o microambiente tumoral envolvido com a progressdo do tumor pode influenciar
o estado de polarizagdo dos NAT, como por exemplo, o fator de transformacdo de
crescimento-f (TGF-B), que pode diferenciar os neutrdfilos de um fenotipo para o outro. O
que se tem observado é que no estdgio inicial do desenvolvimento do tumor, os neutréfilos
recrutados s@o do fendtipo N1, mas que com a progressdo do tumor os neutréfilos infiltrados
tornam-se mais pré-tumorais e adquirem o fenétipo N2 (Hagerling e Werb, 2016).

Além disso, tem sido relatado, que muitos pacientes com cincer em estado
avancado apresentam elevados niveis de neutréfilos no sangue e essa neutrofilia estd
correlacionada com um pobre progndstico em vérios tipos de cancer: pulmdo, melanoma e
carcinoma renal (Uribe-Querol e Rosales, 2015). Portanto, reconhecendo que os componentes
do estroma do microambiente tumoral exercem um papel importante na formacdo e
manutencdo do tumor, o entendimento de seu papel na tumorigénese poderd auxiliar na
transposi¢cdo desses conhecimentos para a clinica (Bissell e Hines, 2011) fazendo destas
células “ndo tumorais” um novo alvo terapéutico, pois essas células frequentemente nao
apresentam taxas de proliferacdo desregulada ou instabilidade genética (Onuchic e Chammas,

2010).

1.3. PLANTAS MEDICINAIS NA TERAPIA DO CANCER

Para o tratamento do cancer, o objetivo da quimioterapia é desenvolver drogas
seletivas que possam matar as células malignas, mas sem provocar danos as células normais
(Khazir et al., 2014). Desta forma, os produtos naturais podem apresentar uma significativa
vantagem em relacdo as terapias convencionais, pelo fato de elas apresentaram acdo a
multialvos, bem como serem relativamente menos téxicas (Shanmugam et al., 2016).

Além disso, Aravindaram e Yang (2010) relatam que plantas medicinais usadas
como extrato bruto ou fragdo ou principio ativo, apresentam efeitos quimiopreventivos ou
terapéuticos em vdrios canceres, induzindo ou suprimindo atividades especificas inflamatoérias
e mecanismos associados com sinaliza¢do molecular.

Os produtos originérios das plantas ttm uma longa histéria no tratamento do
cancer (Khazir et al., 2014). Newman e Cragg (2012) fizeram um levantamento e relataram
que das drogas disponiveis para o tratamento do cancer entre 1981-2010, 65% das moléculas

utilizadas s@o de origem natural e/ou inspiradas na natureza e apenas 35% sdo sintéticas,
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enquanto que, nos tratamentos de processos inflamatdrios, apenas 27% das moléculas
utilizadas sdo de origem natural e/ou inspiradas na natureza ¢ 73% sdo sintéticas.

Com esse enfoque na descoberta de novos agentes antitumorais, o isolamento e
identificacdo de compostos de fontes naturais t€ém propiciado o aumento no niimero de novas
estruturas quimicas bioativas para inimeras indicagdes terapéuticas. Nesse sentido, foi
desenvolvido métodos de triagem bioldgicas (High Throughput Screening - HTS) que
permitem testar in vitro milhares de substincias frente a alvos biolégicos especificos em curto
espaco de tempo (Brandao, 2010).

Na década de 60 o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI) iniciou
um programa de triagem em larga escala para a descoberta de agentes antitumorais derivados
de plantas (Nobili et al., 2009). Dentre os agentes tumorais descobertos na triagem com alto
potencial, os alcaloides tém apresentado um papel importante como agente antitumoral (Qiu
et al., 2014).

Os alcaloides representam uma grande classe de metabdlitos secundério de plantas
e de outros organismos, sendo muito utilizados como farmaco em vérios processos biolégicos,
tais como: anticolinérgico, antitumoral, diurético, antiviral, anti-hipertensivo, antimicrobiano,
relaxante muscular, hipnoanalgésico, anti-inflamatério, etc (Souto et al., 2010).

Entre os diversos grupos existentes, os alcaloides das familias isoquinolina,
quinolina e indol sdo os mais estudados para a atividade anti-inflamatéria. Entre as
isoquinolinas, a berberina, isolada de Coptis chinesis, € a mais estudada e € frequentemente
utilizada na medicina tradicional chinesa para tratamento de processos inflamatdrios (Souto et
al., 2010). Além do efeito anti-inflamatério, a berberina também possui acdo antitumoral e
quimiopreventiva por sua atuacido em diversos alvos, inclusive no metabolismo do AA, como
por exemplo, na inibi¢do do crescimento do hepatocarcinoma tanto in vitro, quanto in vivo
através da inibi¢do da expressdo dos genes da PLA, e da COX-2 (Yarla et al., 2012). Os
alcaloides quinolizidinicos matrina e oximatrina, isolados da Sophora subprostata exibiram
inibicdo da via da ciclooxigenase in vitro e atividade antioxidante (Souto et al., 2010).
Matrina também apresentou atividade anticancer através da inibicdo da proliferacio e indugdo
da apoptose (Qiu et al., 2014).

Além do foco no microambiente tumoral, muitos alcaloides descobertos pela
triagem realizada pelo NCI, apresentam a sua acdo na prépria célula tumoral, como por
exemplo: os alcaloides da vinca, taxol, camptotecinas e colchicina (Khazir et al., 2014). Com
excecdo da camptotecinas, os outros alcaloides apresentam agdo anti-mitética através da sua

interacdo com as tubulinas, proteinas globulares que compdem o microtibulo, sendo este
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formado através da polimerizacdo e despolimerizacdo dos dimeros o-tubulina e B-tubulina
(Santos, 2015). Os microtubulos possuem diversas fungdes celulares, tais como: participam
do processo de divisdo celular; formam o citoesqueleto que da forma a célula e determina a
posicdo das organelas; transmitem sinais celulares; auxiliam na reorganizacdo das organelas;
proporcionam mobilidade as células; intervém no processo de secrecdo celular e na
comunicacdo neuronal, o que explica sua abundancia nos neurdnios (Souza, 2004).

Devido a versatilidade dos microtibulos, estas proteinas tém sido comumente
consideradas importantes alvos subcelulares para a atuacdo de agentes quimioterdpicos
(Souza, 2004). Tanto que Kingston (2009) comenta que entre os mecanismos de acdo dos
produtos naturais, aqueles que interagem com as tubulinas, estdo entre os mais importantes e
que segundo Butler (2008) mais de 25% dos novos candidatos a triagem clinica opera por este
mecanismo.

Drogas que agem nos microtibulos podem ser divididas em dois grupos, de
acordo com o seu mecanismo de acdo, podendo ser agentes desestabilizadores de
microtubulos ou agentes estabilizadores de microtibulos (Vuuren et al., 2015). Os agentes
desestabilizadores de microtibulos evitam a formacdo do mesmo, impedindo que as células
formem as fibras do fuso mitdtico necessdrias para separar os cromossomos duplicados na
fase final da mitose. Exemplos de agentes desestabilizadores sdo os alcaloides da vinca e a
colchicina, enquanto que agentes estabilizadores de microtibulos sdao aqueles que impedem
que as células desfacam as fibras do fuso apds a separacdo dos cromossomos duplicado nas
etapas finais da mitose. Exemplo de agente estabilizador € o taxol (paclitaxel) (Santos, 2015).
Portanto, a acdo desses anticancerigenos resulta em lentidio ou bloqueio da mitose na
transicdo da metédfase para anifase e por fim, a indugdo da apoptose (Jordan e Wilson, 2004;
Brandao et al., 2010).

Na literatura sdo descritas quatro regides distintas para a ligagdo de moduladores
de tubulinas. H4 dois sitios para os estabilizadores de tubulina, o sitio do taxol e o sitio da
laulimalida. E dois sitios para os desestabilizadores de tubulina, os sitios da colchicina e da
vimblastina (Fig. 2) (Lu et al., 2012). Com excecdo da laulimalida, um macrolideo de origem
marinha (Cacospongia mycofijiensis — esponja) (Souza, 2004), os outros sdo bem

caracterizados na literatura.
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Figura 2. Sitio de ligacdo de moduladores de tubulina.
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Fonte: Modificada de Lu et al., 2012.

O primeiro agente anti-mitdtico identificado como um desestabilizador de
microtibulo foi a colchicina, um alcaloide isolado da Colchicum autumnale. O sitio de
ligacdo da tubulina fica na interface entre os dois mondmeros a e 3 da tubulina livre no citosol
impedindo desta forma a formac¢do do microtibulos (Lu et al., 2012). Em 2009, o FDA
autorizou o uso da colchicina no tratamento da gota e na febre familiar do mediterraneo, no
entanto, devido a sua toxicidade como: neutropenia, desconforto gastrointestinal, dano na
medula dssea e anemia; até o momento este medicamento nao € utilizado na terapia do cancer
(Stanton et al., 2011; Lu et al.,, 2012). No entanto, derivados semissintéticos tém sido
avaliados visando contornar os efeitos toxicos da colchicina (Brandao, 2010).

Ja os alcaloides da vinca: vinblastina e vincristina foram os primeiros
desestabilizadores de tubulina a serem utilizados na clinica como antimitéticos (Kingston,
2009). Estes alcaloides foram extraidos da planta Catharanthus roseus, identificados no final
dos anos 50 e aprovados pelo FDA como anticancerigenos nos anos 60 (Kingston, 2009;
Vuuren et al., 2015). Estes compostos ligam-se a B-tubulina préximo ao sitio de liga¢do do
trifosfato de guanosina (GTP) na interface dos heterodimeros a e B-tubulina (Vuuren et al.,
2015). Esta ligacdo € rapida e reversivel, induz mudancas conformacionais na proteina e
dificulta a associag¢do de outras moléculas de tubulina. Além disso, os alcaloides podem ligar-
se diretamente com o microtibulo pela extremidade terminal positiva e desta forma,

desestabilizar o microtibulo (Brandao, 2010).
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A vincristina é usada como terapia combinatdria para leucemia linféide aguda e
linfomas, enquanto que a vimblastina € usada em terapia combinatéria para o tratamento de
cancer de mama, bexiga e doenca de Hodgkin's (Kingston, 2009). No entanto, esses alcaloides
também apresentam efeitos colaterais como neuropatias periféricas e mielossupressao
reversivel (Brandao, 2010).

A partir destes alcaloides, outros andlogos foram semissintetizados, tais como:
vinorelbina, vindesina e vinflunina. Vindesina foi o primeiro andlogo de vinblastina a ser
utilizado na clinica, apesar de ter a toxicidade hematolégica um pouco mais elevada do que a
vincristina, este composto tem sido incluido em vérios tratamentos combinatérios com
resultados efetivos para o tratamento de leucemia, linfoma e carcinoma de pulmao tipo ndo
pequenas células. A vinorelbina € utilizada para o tratamento de cincer de mama e carcinoma
de pulmio tipo ndo pequenas células (Kingston, 2009). Ja vinflunina € um derivado de
vinorelbina, foi aprovado na Europa para o tratamento de cancer urotelial avancada, no
entanto, falhou apds o uso de tratamento a base de platina (Retz et al., 2015; Médioni et al.,
2016).

O Taxol, ou paclitaxel, foi o primeiro estabilizador de microtubulos identificado
(Zhao et al., 2015). Este alcaloide é um diterpénico, da familia de taxanos, que foi extraindo
da arvore Taxus bravifolia em 1962 por Wall e Wani (Kingston, 2009; Brandao, 2010; Zhao
et al., 2015). Por ter apresentado excelentes resultado em testes in vitro, no ano de 1977
iniciou-se os testes pré-clinicos pelo NCI, mas as propriedades estabilizadoras de microtubulo
do taxol, s6 foram descobertas no ano de 1979 por pesquisadores do Albert Einstein Medical
College (Souza, 2004; Brandao, 2010). No entanto, para extrair esta substancia, precisaria de
uma grande quantidade da espécie Taxus bravifolia, pois o rendimento do alcaloide era muito
baixo. Por fim, pela impossibilidade de manter a fonte de obtencdo, a introducdo deste
composto na terapéutica s6 ocorreu apds a sua produgdo pela via sintética (Brandao, 2010).

No ano de 1992 o paclitaxel (Taxol®) foi aprovado pelo FDA para o tratamento
clinico de cancer ovariano metastatico. Um andlogo semissintético do paclitaxel, o docetaxel
(Taxotere®) foi aprovado em 1996 (Zhao et al., 2015). Tanto paclitaxel quanto o docetaxel
sd0 administrados pela via intravenosa. Porém, o uso clinico deles tem sido limitado, pois
ambos tém baixa solubilidade em dgua. Para contornar este problema, foi produzida uma
formulacdo em emulsao lipidica (Cremophor EL), que por um lado aumentou a solubilidade
dos compostos, s6 que por outro, aumentou o nimero de pacientes com hipersensibilidade.
Assim, vdrias novas formulagdes t€m sido desenvolvidas e aprovadas para aumentar a

solubilidade dos taxanos com efeitos colaterais reduzidos (Kingston, 2009; Zhao et al., 2015).
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O paclitaxel liga-se a tubulina pela superficie interna do microtibulo, em uma al¢a
hidrofébica da B-tubulina, e estabiliza o microtibulo pelo aumento da interacdo entre as
subunidades da tubulina (Singh et al., 2008; Stanton et al., 2011). A sua acdo ocorre
principalmente em tumores s6lidos, tais como: tumores de mama, ovario e préstata (Stanton
etal., 2011).

Portanto, os compostos derivados de plantas e seus andlogos t€ém ajudado os
pesquisadores a entender melhor a doenca, fornecendo eficientes terapias com novos
mecanismos de acdo, abrindo um leque de novas rotas e inspirando o desenvolvimento de
novos medicamentos para o tratamento do cancer, pois o reino vegetal apresenta uma enorme

diversidade e somente uma pequena por¢ao dela foi explorada (Khazir et al., 2014).

1.4. BUSCA POR NOVOS COMPOSTOS — Boehmeria caudata Sw.

Com o objetivo de buscar novos compostos na natureza com ac¢ao antitumoral,
durante os anos de 2004 a 2008, a divisdo de Farmacologia do Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA-UNICAMP), sob responsabilidade do
Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho, constituiu uma equipe multidisciplinar de pesquisadores
de varias instituicdes e participou do projeto BIOPROSPECTA - FAPESP (04/15410-0), que
objetivou a busca de novos compostos obtidos a partir de plantas, para atividades anticincer,
controle de colesterol, pressdo arterial e diurese, em uma regido geografica pouco estudada
sob o ponto de vista quimico e/ou farmacoldgico: a drea de protecdo ambiental (APA) da
Serra Mantiqueira, que tem caracteristicas fisiondOmicas vegetais bastante especiais, pois
contempla vegetacdo de altitude e da Floresta Atlantica nos contrafortes da serra, com dreas
de ecotono quando em contato com a vegetacao das planicies do Vale do Rio Paraiba do Sul.

A partir deste projeto, varios outros trabalhos surgiram e entre as vdrias espécies
avaliadas, a Boehmeria caudata Sw. foi que apresentou o melhor perfil de atividade em
cultura de células tumorais humanas com valores de concentracdo efetiva TGI (inibigdo total
de crescimento -Total Growth Inhibiton) da ordem de 0,25 pg mL™" (Pais, 2011).

Essa espécie pertence a familia Urticaceae, familia que apresenta uma grande
variedade de hébitos. Podem ser arvores e arbustos, porém na sua maior parte sao ervas ou
subarbustos. Ainda, mais raramente, se apresentam como trepadeiras ou hemiepifitas
(Gaglioti, 2011). Esta familia apresenta distribui¢do cosmopolita, incluindo cerca de 49

géneros com distribuicao tropical e subtropical, raramente em regides temperadas, e possui
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aproximadamente 2000 espécies. No Brasil sdo listados 13 gé€neros e 95 espécies (Romaniuc
Neto e Gaglioti 2010).

Para o género Boehmeria hd 14 espécies no mundo (Wilmot e Friss, 2013) e no
Brasil sdo encontradas cinco delas, todas elas endémicas: Boehmeria caudata Sw., Boehmeria
cylindrica (L.) Sw., Boehmeria pavonii Weed, Boehmeria ramiflora Jacq. e Boehmeria
ulmifolia Wedd (Gaglioti, 2011).

Em relacio a espécie estudada, Boehmeria caudata Sw. apresenta ampla
distribuicdo na regido neotropical, ocorrendo desde México até a Argentina (Wilmot-Dear &
Friis 1996). No Brasil ocorre nas regides Sudeste e Sul, e no Estado do Mato Grosso do Sul
(Romaniuc Neto e Gaglioti 2010), sendo comumente coletada em bordas de mata, 4reas de
pastagem e beira de estradas. Os nomes populares para esta planta sdo: assa-peixe e lixa-da-
folha-larga (Gaglioti, 2011). Wilmot-Dear e Friis (1996) relatam que hd 11 sindnimos para
esta espécie, dentre esses Boehmeria arguta, que é descrita e ilustrada por Miquel (1853), na
Flora brasiliensis.

Em relagdo ao seu potencial farmacoldgico, ha poucos dados na literatura, dentre
eles, podemos citar Corréa (1984), que relata que as raizes de B. caudata sao aperientes, anti-
hemorragicas e depurativas, as suas folhas sd@o um pouco aromdticas e usadas como anti-
hemorragicas, antioftdlmica (combate a oftalmia) e diurético. J4 as flores possuem 6leo
essencial que substitui a arnica. Hoffmann et al. (1977), observaram atividade citotéxica do
extrato etandlico do caule com casca da Boehmeria caudata para o carcinoma epidermdide
humano de nasofaringe (células KB). Pelo conhecimento prévio de que outras espécies do
mesmo género contém o alcaloide da familia fenantroquinolizidinico, o criptopleurina, esses
autores o isolaram e verificaram a atividade citotoxica em células KB.

De fato, alguns trabalhos com o género Boehmeria isolaram alcaloides da familia
fenantroquinolizidinicos, que pertence a um pequeno grupo de alcaloides existentes na familia
das Lauraceae, Vitaceae e Urticaceae (Cui e Wang, 2009; Wang et al., 2012a). Sendo que
apenas seis desses alcaloides, (R)-criptopleurina (Lande, 1948), criptopleuridina (Johns et al.,
1970), Julandina (Hart, 1968), (R)-boehmeriasin A, (R)-boehmeriasin B (Luo et al., 2003) e
(14aR, 15R) -15-hidréxicriptopleurina (Cai et al., 2006), foram isolados até o momento. As
pesquisas reportam que esses alcaloides possuem propriedades Unicas e interessantes (Wang
et al., 2012a) que inclui agdo vesicante (Lande, 1948), antimicrobial (Al-Shamma et al.,
1982), antiviral (Krmpotic et al., 1972; Yang et al., 2010a) e antitumoral (Jin et al., 2012;
Wang et al., 2012b).
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Estes alcaloides da familia fenantroquinolizidinicos sdo formados por uma
estrutura pentaciclica composta por um anel fenantreno conjugado com uma molécula

quinolizidinica (Fig. 3) (Wang et al., 2012).

N

Figura 3. Estrutura quimica do alcaloide Boehmeriasina A pertencente a familia
fenantroquinolizidinico, que € composta por um anel fenantreno conjugado com uma

molécula quinolizidinica.
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Ainda sobre o género de Boehmeria, hd na literatura vdrios relatos sobre as suas
acOes farmacoldgicas, tais como: efeito anti-inflamatério (Lin et al., 1997; Jin et al., 2012;
Sung et al., 2013; Shin et al, 2014; Lee et al., 2014), atividade hepatoprotetora (Lin et al.,
1997; Lin et al., 1998) atividade antidiabética (Semwal et al., 2009; Sancheti et al., 2010;
Sancheti et al., 2011; Kim et al., 2013), atividade antioxidante (Lin et al., 1998; Sancheti et
al., 2010; Sancheti et al., 2011; Lee et al., 2014); antimicrobiana (Krmpotic et al., 1972; Al-
Shamma et al., 1982; Semwal et al., 2009; Xu et al., 2011; Lee et al., 2014), atividade contra
o virus da hepatite B (Huang et al., 2006; Chang et al., 2008; Huang et al., 2009; Wei et al.,
2014), no tratamento de doencas neurodegenerativas (Sancheti et al., 2010); seguranca no
desenvolvimento embrionario (Tian et al., 2010), tratamento de sinusite e gripe (Williams
et al., 2007), atividade anti-hiperlipidémica (Sancheti et al., 2011) e antitumoral
(Farnsworth et al., 1969; Luo et al., 2003; Yan et al., 2006; Wardihan et al., 2013; Lee et al.,
2014).

Diante do que foram expostos, vérios fatores estimularam o presente estudo sobre
o potencial farmacolégico de Boehmeria caudata. Primeiramente pelo fato dos extratos dessa
espécie ter apresentado resultados promissores em relacdo ao seu potencial antitumoral em

cultura de células humanas tumorais € ndo tumorais (Pais, 2011), além de apresentar poucos
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relatos na literatura sobre o assunto, assim como pela descricdo da presenca de alcaloides do
género Boehmeria com acdo antitumoral. Todos esses fatores encorajaram estudos mais
aprofundados em relagdo a seu potencial antitumoral in vitro e in vivo, bem como o seu

mecanismo de acao.
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2. PROPOSICOES
2.1. PROPOSICAO GERAL

Avaliar a atividade anticincer e anti-inflamatéria de extratos e fracdes obtidos de

Boehmeria caudata em testes in vitro € in vivo.

2.2. PROPOSICOES ESPECIFICAS

Coletar material vegetal;

Obter extratos brutos de diferentes polaridades;

Obter fracao rica em alcaloides;

Identificar compostos presentes na fracdo rica em alcaloides por espectrometria de
massas de alta resolu¢do (HRESI-MS);

Biomonitorar extratos brutos e fracdes através de teste de atividade antiproliferativa
em células tumorais e ndo tumorais humanas in vitro;

Investigar a atividade in vitro da fracdo rica em alcaloide sobre o processo de morte
celular e sobre as fases do ciclo celular através de citometria de fluxo;

Investigar o efeito da fracdo rica em alcaloide sobre capacidade de formacgdo de
colonia (teste de clonogenicidade);

Avaliar através do método de docagem molecular se os alcaloides: - (-) criptopleurina,
boehmeriasina A, (-)-C(15R)-hidréxicriptoleurina e boehmeriasina B poderiam
interagir com o mesmo sitio de liga¢do da colchicina na tubulina;

Avaliar a atividade antitumoral do extrato bruto etandlico e da fracdo rica em
alcaloides em animais via tumor solido de Ehrlich;

Avaliar o efeito anti-inflamatério do extrato bruto etandlico e da fragdo rica em
alcaloides sob o edema de pata induzido por carragenina;

Avaliar o efeito anti-inflamatério do extrato bruto etandlico e da fracdo rica em

alcaloides sob o edema de orelha induzido por dleo de créton.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. FITOQUIMICA
3.1.1. COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas da espécie Boehmeria caudata Sw. (Fig. 4) foram coletadas na
Cole¢ao de Plantas Medicinais e Arométicas (CPMA), do CPQBA/UNICAMP, em Paulinia,
Sdo Paulo [Latitude: 22°45'40" (S), Longitude: 47°09'15" (W) e Altitude: 590 metros], sob
supervisdo da Dra. Glyn Mara Figueira da Divisdo de Agrotecnologia do CPQBA. A
identificagdo botanica foi realizada pelo MSc Jorge Yoshio Tamashiro, pesquisador do

Departamento de Biologia Vegetal, Instituto de Biologia/UNICAMP.

Figura 4. Foto da espécie Boehmeria caudata Sw. presente no campo experimental do

CPQBA. (A) Foto do habito (B) Detalhe da folha e da inflorescéncia.
R ) ,q"b FARE" 3 % 3 n

O espécime-testemunho de Boehmeria caudata estd depositado no herbario do
Departamento de Biologia Vegetal do Instituto de Biologia da UNICAMP sob o nimero UEC
107966.

Pelo fato de B. caudata ser uma espécie nativa, o Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - CNPq, credenciado pelo Conselho de Gestao do
Patrim6énio Genético (CGEN/MMA), nos termos da Deliberacio 246/2009, emitiu
autorizacdo de Acesso e de Remessa de Componente do Patrimdnio Genético, com a
finalidade de pesquisa cientifica, viabilizando os estudos propostos com a espécie (Processo

010672/2012-5).
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3.1.2. OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS PARA TRIAGEM INICIAL

As etapas envolvendo os estudos de fitoquimica foram desenvolvidas na Divisdo
de Quimica de Produtos Naturais do CPQBA-UNICAMP sob a orientacido da Dra. Mary Ann
Foglio.

Durante o doutorado foram coletados 3kg/ano das partes aéreas de B. caudada.
Pelo fato da planta apresentar uma inflorescéncia de muitas flores, quase o ano todo, ou seja,
inflorescéncia de janeiro a maio e de agosto a dezembro (Gaglioti, 2011), foram inicialmente
separados em 1) folhas e 2) flores mais galhos, com o intuito de avaliar possiveis diferencas
entre os perfis fitoquimicos e farmacoldgicos.

Assim, para a secagem do material fresco, as partes aéreas foram separadas, sendo
cada parte identificada como: folhas (F1) e flores mais galhos (F). Além disso, para avaliar se
haveria algum tipo de interacdo entre os compostos presentes nas folhas e nas flores mais
galhos também foram realizados uma extracdo da mistura destes, denominada M.

O material vegetal foi seco em estufa ventilada (Precision, Modelo 28) a 40°C por
60 horas e em seguida foi moido em moinho com peneira de 40 mesh (Primotécnica, P1001-
SBA.3, Brasil).

Os extratos foram preparados por dois métodos de extracdo distintos, a quente
utilizando o sistema soxhlet e a frio com aparelho agitador orbital (maceracdo dindmica) (Fig.
5), a fim de avaliar qual dos métodos apresentavam o melhor rendimento ou a melhor
atividade no teste antiproliferativo em células tumorais e ndo tumorais humanas in vitro.

Para ambas as extracdes foram utilizados 5 g de material vegetal seco. Para a
mistura foram utilizados valores aproximadamente proporcionais em relacio ao valor da
massa de cada parte aérea da planta, sendo os valores utilizados: 3 g da F1 + 2 g da F
fornecendo o total de 5 g.

Para a extrac@o no sistema soxhlet, a propor¢ao utilizada de planta:solvente foi de
1:5 (peso/volume: p/v), sendo os solventes utilizados: diclorometano (DCM) (Labsynty,
Diadema, Brasil), apds esgotado com o solvente apolar o residuo de extracdo foi extraido com
etanol (E) 95% (Labsynty, Diadema, Brasil) e por fim com 4dgua destilada (A).

Os extratos de diclorometano obtidos no sistema soxhlet foram evaporados até a
secura sob vacuo (Rotavapor R-215, Buchi — Suica), em temperatura de aproximadamente
40°C, fornecendo os extratos brutos diclorometanos (EBDs):

e Folhas soxhlet diclorometano (F1SD),

e Flores mais galho soxhlet diclorometano (FSD),
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e Mistura soxhlet diclorometano (MSD).

Os extratos de etanol obtidos produzidos por sistema soxhlet foram evaporados até
a secura sob vacuo, em temperatura de aproximadamente 42°C, fornecendo os extratos brutos
etandlicos (EBEs):

e Folhas soxhlet etanol (FI1SE),

e Flores mais galho soxhlet etanol (FSE),

e Mistura soxhlet etanol (MSE).

Os extratos de dgua destilada obtidos através do sistema soxhlet foram evaporados
em temperatura de aproximadamente 42°C, para a retirada de solventes presentes e na
sequencia foram liofilizados (virtis modelo 8 L, EUA), fornecendo os extratos brutos aquosos
(EBAs):

e Folhas soxhlet 4gua (F1SA),

e Flores mais galho soxhlet 4gua (FSA),

e Mistura soxhlet dgua (MSA).

Para os processos de maceracdo dindmica, as amostras foram extraidas em
agitador oscilatério trés vezes em processos de 1 hora, os volumes resultantes foram reunidos,
filtrados e evaporados fornecendo os extratos brutos.

Os extratos de diclorometano a partir de maceragao dinamica foram evaporados
até a secura sob véacuo, em temperatura de aproximadamente 40°C, fornecendo os EBDs:

e Folhas maceracdo dinamica diclorometano (FIMDD),

e Flores mais galho maceracdo dindmica diclorometano (FMDD),

e Mistura maceracao dinadmica diclorometano (MMDD).

Os extratos de etanol obtidos através da maceracdo dinamica foram evaporados
até a secura sob vacuo, em temperatura de aproximadamente 42°C, fornecendo os EBEs:

e Folhas maceracao dinamica etanol (FIMDE),

e Flores mais galho maceracdo dindmica etanol (FMDE),

e Mistura maceracao dinamica etanol (MMDE).

Os extratos de 4gua destilada obtidos através da maceracdo dindmica foram
evaporados até a secura sob vacuo, em temperatura de aproximadamente 42°C, para a retirada
de solventes presentes e na sequencia foram liofilizados, fornecendo os EBAs:

e Folhas maceraciao dinamica dgua (FIMDA),

e Flores mais galho maceracdo dindmica dgua (FMDA),

e Mistura maceracao dinamica 4gua (MMDA).
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Por fim, todos esses extratos brutos foram avaliados por cromatografia de camada
delgada (CCD) e no teste antiproliferativo em células humanas tumorais e ndo tumorais in

Vitro.
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Figura 5. Fluxograma da obtencdo dos extratos brutos de Boehmeria caudata.
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Parte drea da planta foi colhida e as folhas (F1) foram separadas das flores mais os galhos (F). As F1 e a F foram
secas em estufa ventilada e moidas. Para obtengfo dos extratos brutos foram utilizados a F1, F e a mistura destas
partes (M) em dois métodos de extracdo: aparelho de soxhlet e aparelho agitador orbital (maceracdo dindmica).
Primeiramente foi utilizado o solvente diclorometano, que deu origem aos seguintes extratos brutos
diclorometanos: FIMD: folhas maceracdo dinidmica diclorometano, FMDD: flores mais galho maceracgio
dindmica diclorometano, MMDD: mistura maceracdo dindmica diclorometano, F1SD: folhas soxhlet
diclorometano, FSD: flores mais galho soxhlet diclorometano, MSD: mistura soxhlet diclorometano. Em seguida
o residuo vegetal foi extraido com etanol 95% que deu origem aos seguintes extratos brutos etanélicos: FIMDE:
folhas maceracdo dindmica etandlico, FMDE: flores mais galhos maceracdo dinidmica etandlico, MMDE:
mistura maceragio dindmica etandlico, F1SE: folhas soxhlet etandlico, FSE: flores mais galho soxhlet etandlico,
MSE: mistura soxhlet etandlico. E por fim, o residuo vegetal foi extraido com dgua destilada que deu origem aos
extratos brutos aquosos: FIMDA: folhas maceracdo dinidmica agua, FMDA: flores mais galhos maceracio
dindmica 4gua, MMDA: mistura maceragdo dindmica dgua, F1SA: folhas soxhlet agua, FSA: flores mais galhos

soxhlet agua, MSA: mistura soxhlet agua.
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3.1.3. EXTRATO BRUTO ETANOLICO TOTAL VERSUS EXTRATO
BRUTO ETANOLICO OBTIDO APOS A EXTRACAO COM
DICLOROMETANO

3.1.3.1. Extrato bruto etanoélico total (EB1)

Foram extraidos 100 g de partes aéreas de B. caudata moidas com etanol 95% em
sistema soxhlet, com propor¢ao planta:solvente de 1:5 (p/v), por 3 dias. No final desse
processo o volume resultante foi filtrado e evaporado até secura sob vacuo a temperatura de
aproximadamente de 42°C, fornecendo o extrato bruto etandlico total (EB1) (Fig. 6). Este
extrato foi avaliado em CCD e no teste antiproliferativo em células tumorais € ndo tumorais

humanas in vitro.

3.1.3.2. Extrato bruto etanélico obtido apods a extracao com o diclorometano

(EB2)

Foram extraidos 100 g de partes de B. caudata moidas com diclorometano em
sistema soxhlet, com propor¢do planta:solvente de 1:5 (p/v), por 2 dias. O extrato bruto
diclorometano foi evaporado até secura, a 40°C, fornecendo o extrato bruto diclorometano. A
seguir o material vegetal residual foi extraido com etanol 95%. O extrato bruto etandlico foi
evaporado até a secura, sob vécuo, a 42°C, fornecendo o extrato bruto etandlico (EB2) (Fig.
6). O EB2 foi avaliado em CCD e no teste antiproliferativo em células humanas tumorais e

nao tumorais in vitro.
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Figura 6. Fluxograma do extrato bruto etandlico total (EB1) e do extrato bruto etandlico

obtido apds a extracdo com o diclorometano (EB2).
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3.14. OBTENCAO DA FRACAO RICA EM ALCALOIDES POR

EXTRACAO ACIDO-BASE

O EBI1 ou EB2 foi acidificado com acido cloridrico (Labsynty, Brasil) 10% até
aproximadamente pH 1. A solucdo 4cida foi mantida a 4°C por 24 h. Apds 24 horas a solugdo
acida apresentou um precipitado de coloracdo verde escura (PV) e um sobrenadante de
coloracdo vermelha, que foi filtrada a vacuo para separagdo das fases. O sobrenadante
vermelho (solucdo dcida) foi extraido (extracdo liquido-liquido) com acetato de etila
(Labsynty, Brasil) em funil de separacdo na propor¢do 3:1 (volume/volume: v/v). Este
processo foi repetido trés vezes, resultando em uma solucdo aquosa 4cida (SAA) e uma
solucdo organica de acetato de etila (AE). Essa soluc@o aquosa acida foi reextraida (extracao
liquido-liquido) com éter etilico (Labsynty, Brasil) em funil de separa¢do na propor¢ao 3:1

(v/v). Esse processo foi repetido trés vezes, resultando numa segunda solugdo fase organica de
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éter etilico (EE) e uma solucdo aquosa 4cida. Na sequéncia a solugdo aquosa dcida foi
basificada com hidréxido de aménia (Cientifica quimica®, Brasil) até aproximadamente pH
11. A solugdo basica foi extraida (extracdo liquido-liquido) com diclorometano em funil de
separacdo na propor¢ao 3:1 (v/v). Este processo foi repetido trés vezes, resultando em uma
solucdo aquosa bésica (SAB) e uma solucdo organica de diclorometano (DCM?2) (Fig. 7). O
DCM2 foi lavado com 4gua destilada por trés vezes em funil de separacdo na propor¢ao de
3:1 (v/v). Em seguida foi adicionado sulfato de sédio anidro (Exodo Cientifica®, Brasil) para
retirada de dgua residual e apés 15 minutos foi filtrado, sendo na sequéncia evaporado até
secura, sob vdcuo em temperatura de aproximadamente 40°C. Amostras da PV, AE, EE,
DCM2 foram analisados por cromatografia em camada delgada (CCD) e também foram
analisadas no teste de atividade antiproliferativa in vitro em células humanas tumorais e nao
tumorais. Apds a andlise por CCD a fracio DCM2 passou a ser chamada de FA: fracdo rica

em alcaloides.
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Figura 7. Esquema da obtenc¢do da fracdo rica em alcaloide por extracao acido base.
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SAA: solugdo aquosa acida; AE: solugdo organica de acetato de etila; EE: solugdo organica de éter etilico; SAB:

solugdo aquosa basica; DCM2: solug@o orgéanica de diclorometano. Fonte de imagens: Slide Kit Servier medical

art-chemistry, 2014 e Generalic, Eni. "Vacuum filtration”, 2014.
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3.1.5. ANALISE POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA
(CCD)

As analises por CCD foram efetuadas em cromatofolhas prontas de silicagel 60
(F254, Merck 5554). Foram utilizados os seguintes eluentes: mistura de diclorometano e
metanol, na concentracdo de 3% (97:3 — v/v) e BAW (mistura de butanol: dcido acético: 4gua
destilada na proporcao de 4:1:5). Apds término da elui¢do, as cromatofolhas foram reveladas
em camera de UV (Solab Cientifica, Brasil), nos comprimentos de onda de 254 nm e 366 nm
para avaliar possiveis compostos com duplas ligacdes conjugadas. Os reveladores utilizados
foram: Anisaldeido, utilizado como revelador universal, mas € principalmente utilizado para
detectar terpenos e diterpenos; Dragendorff, para detectar compostos nitrogenados, entre eles
os alcaloides (Gibbons, 2012).

O fator de reten¢do (Ry) foi calculado segundo a equagao:

distancia percorrida pela substancia

Rf =

frente do solvente

3.1.6. CARACTERIZACAO DA FRACAO RICA EM ALCALOIDES POR

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLU(;AO (HRESI-MS)
A FA foi dissolvida em 1 mL de MeOH e 10 puL desta solugdo foi diluida em 990

pL de uma mistura de Metanol/agua (1:1, v/v) com 0,1 % de acido férmico (99 %) para
ioniza¢do no modo positivo. A solucdo da amostra foi injetada por insercdo direta via bomba
seringa no espectrometro de massas de configuracdo ESI-Obitrap (Q Exactive, Thermo
Scientific - Bremen, Alemanha). O tempo total para aquisi¢cao de cada espectro foi fixado em
1 minuto. Os espectros ESI-MS (full scan) foram adquiridos na faixa de m/z 150 a 1800 e os
espectros de ESI-MS/MS foram adquiridos a partir de m/z 50 até um valor pouco acima do
m/z do fon em estudo e com energia de colisdo de 10 - 40 eV. As condicdes gerais de
operacdo do equipamento foram: voltagem do spray de 3500 V, temperatura do capilar de
320°C, pressao do sheat gas de 10 psi e nivel de RF da S-Lens de 50 V. Os espectros foram
tratados com o software Xcalibur® (Thermo Scientific, Alemanha), especifico do
espectrometro de massas.

A andlise por espectrometria de massas de alta resolucdo foi realizada em
colaboragdo do Dr. Diogo Noin de Oliveira e Dr. Rodrigo Ramos Catharino, ambos do

Departamento de Patologia Clinica, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNICAMP.
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3.2. ATIVIDADE FARMACOLOGICA IN VITRO
3.2.1. LINHAGENS CELULARES:

Para o teste de atividade antiproliferativa foram empregadas até 10 linhagens de
células tumorais humanas (Tabela 1). Estas linhagens foram cedidas pelo NCI e mantidas no
laboratério de cultura de células em frascos de 25 cm® (Corning®, EUA) com 5 mL de meio
RPMI 1640 (Gibco®, EUA), suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB - Gibco™,
EUA) e 1% (v/v) de solucdo de penicilina:estreptomicina (Nutricell®, Campinas, 1000 U mL"
11000 g mL'l), e incubadas a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO,. Além das linhagens
tumorais, empregou-se também uma linhagem de queratinécitos humanos imortalizados
(HaCaT), doada pelo Dr. Ricardo Della Coletta (FOP, UNICAMP).

Todos os experimentos in vitro foram conduzidos em meio RPMI 1640 (Gibco®),
suplementado com 5% de soro fetal bovino e 1% (v/v) de solugdo de
penicilina:estreptomicina (1000 U mL":1000 g mL™"), denominado meio completo. As
condi¢des de incubacdo para a manutengdo e experimentos foram de temperatura a 37°C, em

atmosfera imida com 5% de CO,.



Tabela 1. Linhagens celulares tumorais utilizadas nos ensaios tumorais in vitro.

Sigla Tecido

Caracteristicas

U251 Glioblastoma

Astrocitoma. Expressa GFAP e vimentina'

UACC-62 Melanoma

Origindria de melandcitos'

MCF-7 Adenocarcinoma de mama

Produz protefnas insulina like (liga fatores de
crescimento)' e superexpressa gene P2P-R’. TNF-a
inibe seu crescimento'.

NCI-ADR/
RES

Adenocarcinoma de ovario
resistente a multiplas drogas

Perdeu o receptor de estrégeno’, expressa altos niveis
do gene resisténcia multidroga (MDR1)? traduzindo
para glicoproteina-P*. Proto-oncogene Raf-1 pode
estar envolvido na regulacio da resisténcia a drogas’.

786-O Adenocarcinoma de rim

Produz peptideo semelhante em forma e acdo ao
horménio paratireoidiano®. Mutagdes no gene HVL’
e da prolina oxidase® propiciam a formagdo do tumor.

NCI-H460 Adenocarcinoma de pulmaio,

tipo ndo pequenas células

Expressa altos niveis COX-2 que se associam ao

fendtipo  invasivo e  metdstico’.  Apresenta

caracteristicas de células enddcrinas pulmonares
. . 1
altamente diferenciadas'.

PC-3 Adenocarcinoma de prostata

Baixa atividade de fosfatase acida e 5-a redutase,
|

sem cromossomo Y normal detectado . E uma das 3

linhagens cldssicas de tumores prostaticos''.

OVCAR-3 Adenocarcinoma de ovario

Possui receptores de estrogeno, andrégeno e

progesterona € poucos Cromossomos normais
representados. E adequada em estudos de céncer
ovariano e avaliacio da terapia hormonal'. Apresenta
alta producdo da enzima 24-OHase e baixa de 1-

aOHase'%.

HT-29 Adenocarcinoma colorretal

Possui microvilos, microfilamentos, mitocOndrias
vacuolizadas e densas, alta expressdo de receptores
de uroquinase e antigenos p53, mutagdes pro-
tumorais no gene APC (adenomatous polyposis coli)

e COX-2".

K-562% Leucemia Miel6ide Cronica

Células

multipotentes)

altamente indiferenciadas (blastos

que podem se diferenciar em

progenitores das séries eritrocitica, granulocitica e
Possui

see 1 .
monocitica . o gene fusionado Becr-abl

impedindo sua apoptose'*.

55

*Célula em suspensao. lATCC, 2014. *Gao e Scott, 2003; 3Yang et al., 2003a; *Xu et al., 2002; SWeinstein-

Oppenheimer et al., 2002; %Thiede et al., 1988; 7Iliopoulos et al., 1995; $Maxwell e Rivera, 2003; Takahashi et

al., 2002; "Schiiller et al., 1987; ""Bokhoven et al., 2003; *Miettinen et al., 2004; *His et al., 2000; “Cen et al.,

2002. Fonte: Marchetti, 2012.
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3.2.2. TRIAGEM FARMACOLOGICA EM TESTE ANTIPROLIFERATIVO
EM CULTURA DE CELULAS TUMORAIS E NAO TUMORAIS HUMANAS
IN VITRO

3.2.2.1. Principio do teste

O objetivo da triagem de atividade antiproliferativa in vitro foi a busca por
substincias que sejam capazes de inibir a proliferacdo de células tumorais, direcionando os
compostos ativos para estudos em modelos experimentais de cancer em animais de
laboratério (in vivo).

O teste da atividade antiproliferativa dos extratos brutos e fragdes foram
realizados segundo o protocolo descrito por Monks et al. (1991), que descreveram o método
de triagem in vitro para drogas anticancer realizada pelo Intituto Nacional do Cancer
(National Cancer Intitute-NCI-EUA, 2016), que utiliza um painel de 60 linhagens tumorais
humanas (NCI60) (Monks et al., 1991; Shoemaker, 2006). De modo diferente de outros
métodos, este protocolo prevé a determinacdo da densidade celular no tempo 0 (momento de
adicdo das amostras), o que possibilita o cdlculo da concentracdo que inibe totalmente o
crescimento celular (Shoemaker, 2006).

Para avaliacdo do crescimento celular empregou-se o0 método ndo clonogénico,
por espectrofotometria, utilizando-se o corante proteico sulforrodamina SRB (SRB, Sigma-
Aldrich®, EUA), que se liga aos aminodcidos basicos das proteinas de células que estavam
vidveis no momento da fixa¢do. Portanto, quanto maior a quantidade de SRB ligada ao
compartimento, menor a atividade antiproliferativa da amostra em teste (Rubinstein et al.,

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

3.2.2.2. Procedimento experimental

3.2.2.2.1. Preparo das suspensoes celulares

No primeiro dia de experimento, as suspensdes celulares foram preparadas com
meio completo, nas suas respectivas densidades de inoculagcdo (d.i., Tabela 2). Foram
inoculados 100 pL/compartimento de cada suspensdo celular em placas de 96 compartimentos
(Corning®, EUA), que foram incubadas por 24 horas (placa teste). Da mesma forma,
preparou-se a placa controle (placa Ty), contendo todas as linhagens celulares utilizadas no

experimento.
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Tabela 2. Densidade de inoculacao das linhagens celulares tumorais e ndo tumoral in vitro.

Sigla Densidade de inoculac¢io
(x10* células mL")*

U251 4.0
UACC-62 4.0
MCEF-7 6.0
NCI-ADR/RES 5.0
786-O 4.5
NCI-H460 5.0
PC-3 5.0
OVCAR-3 7.0
HT-29 4.0
K-562 5.0
**HaCaT 4.0

*Placa de 96 compartimentos. U251: glioma, UACC-62: melanoma, MCF-7: mama, NCI-ADR/RES: ovério
com fendtipo de resisténcia a multiplos farmacos, 786-0: rim, NCI-H460: pulmio tipo ndo pequenas células, PC-
3: prostata, OVCAR-03: ovario, HT-29: colén, K-562: leucemia, **HaCaT: queratinécito humano — Linhagem

ndo tumoral.

3.2.2.2.2. Preparo e aplicacio dos extratos brutos e da fracdo rica em

alcaloide

Para a preparacdo das amostras, uma aliquota de cada amostra (10 mg) foi
dissolvida em 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich®, Alemanha). Em
seguida, 50 pL dessa solugdo-mae foram dispersos em 950 pL de meio completo, para
preparacao da solugdo de trabalho, a qual foi diluida sucessivamente, em meio completo, para
a preparacao das concentracdes finais de 0,25; 2,5; 25 e 250 pg mL™! (Fig. 8). As amostras
diluidas foram aplicadas (100 pL/compartimento, em triplicata) sobre as linhagens colocadas
nas placas teste, as quais foram incubadas por 48 horas. A concentracdo final de DMSO
(0,25%) utilizada neste teste ndo interferiu na viabilidade celular conforme resultados
anteriores obtidos em nosso grupo de pesquisa (Della Torre, 2013).

A fracdo rica em alcaloides, obtida apds a reunido das fracdes alcaloidicas tanto
de EB1 quanto de EB2, também foi testada neste modelo in vitro com concentracdes menores

(0,0025; 0,025; 0,25 € 2,5 pg mL' em triplicata).
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Figura 8. Desenho experimental da placa teste utilizada no modelo de atividade

antiproliferativa in vitro.
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Desenho experimental da placa de 96 compartimentos (placa teste) utilizada nos testes de atividade
antiproliferativa in vitro, mostrando a disposi¢do das concentragdes utilizadas, do controle do meio de cultura
(aplicou-se somente meio de cultura), do branco das amostras (aplicou-se somente amostra diluida) e das células

(aplicaram-se somente células).

Como controle positivo, utilizou-se o quimioterdpico doxorrubicina (Cloridrato de
doxorrubicina® - Europharma, Brasil), nas concentragcdes de 0,025; 0,25; 2,5 e 25 pg mL!
(100 pL/compartimento) em triplicata. A placa controle T, foi fixada com dacido
tricloroacético no momento da adicdo das amostras, conforme descricio a seguir, para
determinac¢do da quantidade de células no inicio do tempo de exposicao.

Ao final de 48 horas de exposicdo, as células foram fixadas com 50
pL/compartimento de &cido tricloroacético (TCA, Sigma-Aldrich®, EUA) a 50% (p/v) e
incubadas por 1 hora a 4°C. A seguir, as placas foram lavadas quatro vezes consecutivas com
agua corrente para remog¢ao de residuos de TCA, meio, SFB e metabdlitos secundarios. O
TCA atua como um fixador, precipitando proteinas. Células vidveis se mantém fixas na placa,
enquanto células ndo vidveis se desprendem, sendo lavadas. Depois de secas completamente a
temperatura ambiente, as células fixadas foram coradas com 50 pl/compartimento de SRB
0,4% (p/v) em acido acético 1%; e mantidas por 15 min a temperatura ambiente. A seguir, as
placas foram lavadas quatro vezes com 4acido acético 1% e secas a temperatura ambiente.
Finalmente, o corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com 150

pL/compartimento de Trizma Base (10uM, pH 10,5) (Sigma-Aldrich®, EUA).
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3.2.2.2.3. Analise dos resultados

A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada a 540 nm em leitor de
microplacas (Molecular Devices ®, modelo VersaMax, EUA). As médias das absorbancias
foram calculadas descontando o valor de seus respectivos brancos e, através das férmulas a
seguir, foi determinada a porcentagem de crescimento de cada amostra testada.

Se T > Ty, a amostra estimulou o crescimento.

Se T, >Ta>Ty, a amostra foi citostatica e a férmula utilizada foi 100 X [(Ta- To)/
(Ti- To)l.

Se Ta< Ty, a amostra foi citocida e a féormula utilizada foi 100 X [(Ta- To)/( To)].

Sendo T a média da absorbancia da célula tratada, T; o controle de célula e Ty o
controle das células no dia da adi¢ao das amostras.

Os dados de absorbancia foram entdo analisados para obtenc¢do do crescimento
celular, em porcentagem, e compilados na elaboracdo de graficos relacionando a porcentagem
de crescimento celular com a concentracdo da amostra empregando-se o software Origin®
8.0. Nesse mesmo software, foi feita a regressao nao linear, tipo sigmoidal, das curvas obtidas
com as médias da porcentagem de crescimento para o cdlculo de uma concentracdo efetiva,
TGI (total growth inhibition, concentracdo necessdria para inibir totalmente o crescimento
celular) utilizada para amostras citocidas. Esse parametro permite a comparacio de poténcia

entre amostras além de evidenciar a seletividade das mesmas.

3.2.3. CITOMETRIA DE FLUXO

Os estudos envolvendo mecanismo de a¢do dos compostos foram realizados no
citometro de fluxo Guava EasyCyte Mini Flow Cytometry System, Millipore®, Billerica, MA,
USA (FAPESP 09/51602-5). Antes do inicio dos experimentos, células tratadas com a fracao
rica em alcaloide, em diferentes concentragdes, porém sem serem tratadas com qualquer
marcador fluorescente, foram avaliadas nos diferentes comprimentos de onda de excitacdo e
emissdo do equipamento utilizado, para determinacdo da existéncia ou ndo de

autofluorescéncia da amostra, sob estas condi¢des experimentais (dados no apéndice).

3.2.3.1. Analise do ciclo celular

3.2.3.1.1 Principio do teste

O objetivo deste teste € determinar as diferentes fases do ciclo celular através do

seu conteido de DNA. O contetido de DNA € determinado pela incubacao das células com
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iodeto de propidio (IP), o qual intercala entre as duplas fitas dos 4cidos nucléicos, apds uma
etapa de permeabilizacio da membrana celular. A intensidade de fluorescéncia lida por
citometria de fluxo é entdo correlacionada com o nimero de células. Assim, a distribuicao
mostra dois picos, o G1, que corresponde ao conteido de DNA de 2N, e o G2/M que
corresponde ao conteido de DNA de 4N; entre os dois, encontram-se as células na fase S

(contetido de DNA entre 2N e 4N) (Almeida, 2005a)

3.2.3.1.2. Procedimento experimental

A linhagem celular NCI-H460 foi inoculada em placas de 6 compartimentos (d.i.
5x10* céls mL™", 2 mL/compartimento) e, apés 24 h de incubacdo, o meio completo foi
substituido por 2 mL de meio RPMI 1640 sem SFB para a etapa de sincronizagdo das células
para o inicio do ciclo celular através do carenciamento de soro (Almeida, 2005a). As células
foram incubadas por mais 24 h (sincroniza¢do) e em seguida foram tratadas com 0,0025 e
0,025 pg mL'da fracdo rica em alcaloides (2 mL/compartimento, meio completo) e 0,25 %
DMSO (diluente, em meio completo), em triplicata, por 24 e 48 horas.

Apo6s cada periodo de tratamento, o meio de cultura de cada compartimento foi
coletado em tubo de centrifuga com tampa (Sarstedt, Brasil) de 15 mL. Posteriormente, os
compartimentos foram lavados com 1 mL de tampao fosfato (0,2 mM, pH 7,0) em solucao de
NaCl 0,9% (PBS) e em seguida o conteudo foi coletado. As células aderidas foram removidas
com auxilio de solucio de tripsina (0,25% em EDTA, Nutricell®, Campinas 200
pL/compartimento) seguido da adicdo de 2 mL de meio completo. A suspensdo celular foi
recolhida, reunida as duas suspensOes previamente coletadas e cada suspensdo total foi
centrifugada (centrifuga Eppendorf ® 5403, Alemanha) por 5 min, a 2500 rpm, a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet celular ressuspenso em 1 mL de PBS e centrifugado nas
mesmas condi¢des. O sobrenadante foi aspirado de forma a deixar cerca de 100 uL de PBS,
no qual o pellet final foi delicadamente ressuspendido; cada suspensdo resultante foi
transferida para um tubo de microcentrifuga (1,5 mL) previamente preenchido com 1 mL de
etanol 70% gelado, o qual atuou como agente fixador e de permeabilizacio de membrana
celular. As suspensdes celulares foram entdo homogeneizadas e mantidas a 4°C por 24 horas
(no minimo 12 h antes do procedimento de marcagdo). Apds o periodo de fixacdo, as
suspensdes celulares foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos (microcentrifuga de
eppendorf, Eppendorf ® 5415C, Alemanha). O sobrenadante foi descartado e o precipitado

ressuspendido em 1 mL de PBS, para lavagem e retirada de todo o etanol. As amostras foram
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centrifugadas novamente, o sobrenadante foi descartado, mantendo-se cerca de 100 ul do
sobrenadante para ressuspensao do precipitado celular. Em seguida, foram adicionados 200
puL/suspensdo do reagente Guava® Cell cycle (Merck Millipore 4500-0220, EUA), as
amostras foram incubadas por 30 minutos, protegidas da luz, e a seguir analisadas em
citometro de fluxo, com excitagdo realizada por laser de argdnio, a 488 nm, e a deteccio de

fluorescéncia realizada a 650-670 nm (5000 eventos adquiridos por suspensao).

3.2.3.1.3. Analise dos resultados

Utilizando o software Guava Cell Cycle®, foi realizada a quantificacdo (%) das
subpopulagdes de células nas fases sub-G1, G1, S e G2/M do ciclo celular. Os dados obtidos
foram de 2 experimentos independentes em que cada amostra foi testada em triplicata

fornecendo como resultado final a média + erro padrao.

3.2.3.2. Avaliacio da externalizacio de residuos de fosfatidilserina e
permeabilizacio da membrana celular

3.2.3.2.1. Principio do teste

Durante alguns processos de morte celular programada, ocorre uma mudanca na
membrana plasmatica das células que leva ao deslocamento do fosfolipideo fosfatidilserina,
originalmente localizados na camada interna da bicamada lipidica, para a camada externa da
membrana plasmadtica. Essa exposi¢do da fosfatidilserina funciona como um sinal para células
vizinhas e macréfagos a fagocitarem (Alberts, 2010).

Essa sinalizacdo pode ser evidenciada experimentalmente com o emprego de
anexina V que é uma proteina que se liga especificamente a fosfatidilserina, na presenca de
ions de célcio e magnésio (Telford et al., 2011). Como a anexina V por si s6 ndo apresenta
fluorescéncia, esta pode ser acoplada a diferentes fluoréforos. No protocolo empregado neste
projeto, utilizou-se a anexina V acoplada a estreptavidina-ficoeritrina (PE) para marcacdo das
células com exposicdo de residuos de fosfatidilserina e o corante 7-aminoactinomicida D
(7TAAD), que € especifico para ligacdes C-G do DNA, como um indicador de integridade

estrutural de membrana, por ndo ser permedvel a membrana plasmatica (Schmidt et al., 1992).

3.2.3.2.2. Procedimento Experimental
A linhagem celular NCI-H460 foi inoculada (1 mL/compartimento, d.i. 5x10% céls

mL") em placas de 12 compartimentos, em meio completo e incubadas por 24 h. Em seguida
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o meio foi aspirado e as células foram tratadas com 0,025; 0,25 e 2,5 ug mL"'daFAe 0,25 %
DMSO (diluente), em triplicatas, nos tempos de 12, 24 e 36 horas.

Ap6s cada periodo de tratamento, o meio foi coletado em tubo de centrifuga com
tampa, de 15 mL, cada compartimento foi lavado com PBS (1 mL/compartimento), o lavado
foi coletado e as células aderidas foram removidas com auxilio de solucdo de tripsina (0,25%
em EDTA, 200 pL/compartimento) seguido da adicio de 2 mL de meio completo. A
suspensdo celular foi recolhida, reunida as suspensdes previamente coletadas e cada
suspensdo final foi centrifugada 5 min, a 2500 rpm. O sobrenadante foi descartado,
reservando-se cerca de 100 puL para a ressuspensdo do pellet celular; cada suspensdo celular
final foi transferida para um tubo de microcentrifuga (1,5 mL) e foram adicionados 100
pL/tubo do reagente Guava Nexin Reagent (Merck Millipore 4500-0450, EUA), que contém
anexina V-PE e 7- AAD. A incubacdo foi realizada por 20 min, em ambiente escuro, a
temperatura ambiente, e a andlise em citometro de fluxo foi realizada com excitacdo a 488
nm, e a deteccdo de fluorescéncia realizada a 525-575 nm (PE) e 650-670 nm (7-AAD) (2000

eventos adquiridos por suspensao).

3.2.3.2.3. Analise dos resultados

A anélise de resultados de 2 experimentos independentes, em que cada amostra
foi testada em triplicata, foi realizado através do Software Guava Nexin®, sendo os resultados
expressos como média + erro padrdo das quatro subpopulagdes avaliadas:

° Anexina-PE (-) 7-AAD (-) — células viaveis (sem exposicdo de residuos de
fosfatidilserina nem alteragdes na integridade da membrana);

° Anexina-PE (+) 7-AAD (-) — células com exposicao de residuos de fosfatidilserina
(marcados por anexina V-PE), no inicio do processo de morte celular programada com
manutencao da integridade de membrana;

° Anexina-PE (+) 7-AAD (+) — células duplamente marcadas (exposicio de residuos
de fosfatidilserina e perda de integridade de membrana plasmdtica), em estdgio tardio de
morte celular programada ou de necrose;

° Anexina-PE (-) 7-AAD (+) — células ndo vidveis, com perda de integridade de
membrana plasmatica (marcadas por 7-AAD) sem exposicao de residuos de fosfatidilserina,

€m necrose.
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3.2.4. TESTE CLONOGENICO
3.2.4.1. Principio do teste

O teste de clonogenicidade tem por finalidade avaliar a inducdo de morte celular
por faléncia reprodutiva ou morte clonogénica, que se caracteriza pela perda da capacidade de
divisd@o celular (reducdo na formacdo de coldnia), isto é, a célula fica estéril, porém

morfologicamente integra (Munshi et al., 2005).

3.2.4.2. Procedimento experimental

O teste clonogénico foi realizado segundo o protocolo descrito por Freshney
(2010) com algumas modificacdes.

No primeiro dia, a suspensdo celular de NCI-H460 em meio completo (d.i. 5x10*
mL'l, 5 mL) foi inoculada em frascos T-25 cm’. ApO6s 24h de incubagdo, os frascos foram
tratados com 0,0025 e 0,025 pug mL ' de FA e 0,25% de DMSO (diluente) e incubados por 24
horas. Células sem tratamento foram utilizadas como controle negativo. Apds o tratamento, o
meio foi aspirado e os frascos foram lavados com PBS (1 mL/frasco) e as células aderidas
foram removidas com auxilio de solucdo de tripsina (0,25% em EDTA, 500 uL/frasco)
seguido da adi¢do de 5 mL de meio completo. Em seguida foi realizada a contagem das
células no hemocitdmetro com auxilio do corante azul de tripan (0,4%) (Invitrogen™, EUA),
para exclusdo das células permeabilizadas (invidveis) (Gorjao, 2005).

Por fim, ajustou-se a densidade celular de cada suspensao de modo a obter-se um
in6culo de 100 células/compartimento, em placas de 6 compartimentos, em triplicatas e as
placas foram incubadas por 5 dias. Apds esse periodo, o meio de cultura foi cuidadosamente
removido e os compartimentos foram lavados com ImL/compartimento uma tnica vez, com
solugdo de tampdo fosfato em salina de Dulbecco (D-PBS) (protocolo no apéndice). As
coldnias foram entdo fixadas com 3 mL/compartimento de Metanol:D-PBS (1:1, v/v) por 2
minutos, as solucdes foram desprezadas e em seguida as coldnias foram fixadas com 3
mlL/compartimento de Metanol 100% por 10 minutos e depois a solucdo foi desprezada. Apds
secagem completa a temperatura ambiente, as colonias foram coradas com cristal violeta
(Merck Millipore, Brasil) (0,1% em agua destilada, 3 mL/compartimento) 10 minutos, seguida
de trés etapas de lavagem em &4gua de torneira, 3 etapas de lavagem com 4gua deionizada e

secagem completa a temperatura ambiente.

3.2.4.3. Analise dos resultados
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Foram considerados como colonia os aglomerados celulares com mais de 50
células cada e com auxilio de microscopio invertido foi determinado o nimero de coldnias
por tratamento (0,0025 e 0,025 pg mL " de FA e 0,25% de DMSO). A redu¢do no numero de
coldnias foi expressa em porcentagem pelo seguinte célculo (baseado no artigo Barcelos et al.,

2014):

. Numero de colonias formadas apés o tratamento
N2 de coldnias = —; — — x 100
Numero de colonias formadas do controle negativo

3.3. ATIVIDADE FARMACOLOGICA IN SILICO
3.3.1. DOCAGEM MOLECULAR (MOLECULAR DOCKING)
3.3.1.1. Principio do teste

Esta metodologia € muito utilizada como uma triagem virtual para avaliar as
possiveis atividades farmacolégicas de novos compostos em centros de pesquisas
relacionados com descoberta de novos farmacos, bem como em industrias farmacéuticas. O
método de docagem molecular investiga o0 modo de ligacdo (ligacdo de hidrogénio e ligacdes
eletrostdticas) e a complementariedade de moléculas frente ao sitio de ligacdo de um alvo
molecular especifico, ou seja, avalia se a conformacdo bioativa de uma pequena molécula
(ligante) no sitio de ligagdo de uma macromolécula (proteina alvo), para a formagdo de um
complexo receptor-ligante. As vantagens deste método sdo a versatilidade, economia de
tempo, baixo custo e alto desempenho (Santos, 2015).

Desta forma, foi avaliado se os alcaloides: - (-) criptopleurina, boehmeriasina A,
(-)-C(15R)-hidroxicriptoleurina e boehmeriasina B poderiam interagir com o mesmo sitio de

ligacdo da colchicina na tubulina.

3.3.1.2. Procedimento experimental

As estruturas tridimensionais dos compostos foram construidas utilizando-se a
versdao on-line do programa Corina (https://www.mn-am.com/online_demos/ corina_demo)
que atribui as estruturas 3-D comprimentos e angulos pré-definidos dependendo do tipo de
ligacdo, tipo de dtomo e estado de hibridizacdo. Corina também define os dngulos de torsdo
mais provaveis de acordo com a natureza da estrutura (aciclica, anéis pequenos/médios,
macro/policiclos, etc.), sendo capaz de reproduzir corretamente um numero variado de

estruturas de raios-X (Gasteiger et al., 1990). As geometrias moleculares foram entdo
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refinadas usando-se o campo de for¢a semi-empirico AMI1 com o algoritmo Broyden-
Fletcher-Goldfarb-Shanno (BFGS), tal como implementado no programa ArguslLab
(Thompson, 2004). A estrutura foi considerada otimizada quando o gradiente de energia
conformacional estava abaixo de 0,001 kcal mol ™.

As simulacdes de docagem molecular foram realizadas utilizando-se a estrutura da
colchicina complexada a tubulina (PDB ID: 402B). A estrutura foi verificada acerca de
atomos e residuos de aminodcidos faltantes utilizando servidor PDB_HYDRO
(http://lorentz.immstr.pasteur.fr/APO/frozen_submission.php) e nada foi identificado. Os
estados de protonagcdo dos residuos de aminoicidos da tubulina foram calculados no pH
fisiolégico usando o mdédulo PROPKA do PDB2PQR (http://nbcr-222.ucsd.edu/
pdb2pgr_2.0.0/) e definidos no programa GOLD 5.3 para as simulacdes de docagem
empregando a funcdo de escore GoldScore com paradmetros-padrao sugeridos no programa.
As simulacdes foram realizadas dentro de uma esfera 10 A, para a qual o centro geométrico
(coordenadas x, y e z) foi determinado calculando-se o centrdide da colchicina no programa
Discovery Studio Visualizer 4.0 (Accelrys, 2013), mesmo programa empregado para inspe¢ao
visual e andlise das interacOes proteina-ligante.

O método de docagem molecular foi realizado em colaboracdo com professor Dr.

Daniel Fabio Kawano da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNICAMP.

3.3.1.3. Analise do resultado

As poses resultantes da simulacdo de docagem foram analisadas no programa
Discovery Studio Visualizer 4.0, empregando-se as fungdes padrdes para o calculo das
interacOes intermoleculares. Além disso, a estabilidade global dos complexos ligante-proteina
foi estimada através da funcdo de escore Goldsocore do programa GOLD 5.3

(http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life sciences/gold/).

3.4. ATIVIDADE FARMACOLOGICA IN VIVO
3.4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos das linhagens Balb/c e Swiss fémeas, com dois
meses de idade, obtidas do Centro Multidisciplinar para Investigacio Biolégica na Area da
Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB/UNICAMP). Os grupos experimentais foram
acondicionados no biotério da Divisdo de Farmacologia e Toxicologia do

CPQBA/UNICAMP, com temperatura de 22°C + 2°C, ciclo claro:escuro 12h:12h e com 4dgua
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e racao ad libitum. Os cuidados dos animais e os protocolos de pesquisas estdo de acordo com
os principios e diretrizes adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e sob a orientagao da médica veterindria Karin Maia Monteiro (CRMV-SP 19683).
Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais
do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas, sob as numeracdes: 3440-1,

3036-1, 3441-1, 3391-1, 3390-1.

3.4.2 PREPARO DAS AMOSTRAS E TRATAMENTOS

O extrato bruto etandlico (EB2) e a fracdo rica em alcaloide foram diluidos no
veiculo PBS (0,2 mM, pH7) com auxilio de Tween 80 (5%). O quimioterapico: doxorrubicina
(Europharma®) e os anti-inflamatdrios: dexamentasona (Sigma-Aldrich®, EUA) e piroxicam
(Neo Quimica, Brasil) foram diluidos no veiculo PBS (0,2 mM, pH7). O controle negativo foi
sempre o veiculo PBS (0,2 mM, pH7) com Tween 80 (5%).

Para os testes com administragdo tunica dos extratos brutos e/ou da fragdo rica em
alcaloides de B. caudata realizados por via oral (v.0.), os animais foram submetidos a um
periodo minimo de jejum de quatro horas, com acesso livre a 4gua, possibilitando total
esvaziamento géstrico e ndo interferéncia da alimentacdo na absorc@o dos principios ativos.
Além disso, para total absorcdo e distribuicdo sist€émica das amostras, os modelos
experimentais se iniciaram uma hora apds a administracido. Para testes com doses repetidas
pela via oral, os animais ndo foram mantidos em jejum, mas a administracdo foi realizada no
final da tarde, periodo o qual os animais apresentavam o estdmago mais vazio.

Para tratamento pela via tépica (TO), os modelos experimentais também se

iniciaram uma hora apds a administracao.

3.4.3. AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA IN VIVO

O teste de toxicidade aguda foi baseado na OECD/OCDE - 425/2008 - OECD
GUIDELINES FOR THE TESTING OF CHEMICALS Acute Oral Toxicity — Up-and-Down-
Procedure (UDP), com modificacdes.

De maneira geral, camundongos fémeas da linhagem Swiss, com a faixa de peso
entre 25-35 g, foram separados em dois grupos de cinco animais cada; um individuo de cada
grupo foi tratado com veiculo (controle negativo) ou com a amostra (grupo teste), seja pela
via intraperitoneal (i.p.) como pela oral, uma tnica vez. Para extratos brutos, a dose inicial

sugerida é 2000 mg Kg' (OECD/OCDE — 425/2008), mas o teste se iniciou com a dose de
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1000 mg Kg™'. Apés a administracio, os dois animais foram observados continuamente por
um periodo de quatro horas e apds 24 h da administracio da amostra, para avaliacdo de
alteracdes comportamentais e sinais de toxicidade tais como, alteracdes em locomocao
(tremor), comportamento (agitacdo, atividade reduzida, sonoléncia), respiracdo, salivagao,
lacrimejamento, além de cianose de extremidades e mortalidade (Litchfield e Wilcoxon, 1949;
Lapa et al., 2008).

Se ndo ocorressem alteracdes comportamentais € nem sinais de toxicidade da
amostra dentro desse intervalo de tempo, o restante do grupo receberia a mesma dose e seria
observado por quatro horas. Apds este periodo, os animais foram observados clinicamente por
14 dias com seu peso corporal mensurado no 7° dia e no 14° dia.

Porém, se o individuo apresentasse sinais de toxicidade ou fosse a dbito durante o
periodo inicial de 24 horas, outro animal era escolhido e recebia a mesma dose do primeiro,
para confirmar a reacdo toxica da amostra. Caso o segundo animal fosse a Obito, o

experimento era encerrado e a dose reduzida pela metade.

3.4.3.1. Extrato bruto etandlico (EB2)

Para este teste, foram utilizados camundongos Swiss fémeas (total de animais
utilizados = 12). O extrato EB2 foi avaliado por via intraperitoneal (i.p.), nas doses de 500 e
1000 mg Kg'1 e por via oral, na dose de 1000 mg Kg'l. Em ambos os experimentos, o grupo
controle negativo foi tratado com o veiculo (10 mL Kg™'). Apés os tratamentos, os animais
foram observados continuamente por periodo de 4 horas, contados apds a aplicacdo e entdo

diariamente, por periodo de 14 dias.

3.4.3.2. Fracao rica em alcaloides

Para este teste, foram utilizados camundongos Swiss fémeas (total de animais
utilizados = 11). A fracdo rica em alcaloides foi testada por via i.p. nas doses de 150 e 300
mg Kg™' e por v.0. na dose de 300 mg Kg’l; em ambos experimentos o controle negativo foi o
veiculo (10 mL Kg'l). Os animais foram observados continuamente por periodo de 4 horas,

contados apds a aplicagdo e entdo diariamente, por periodo de 14 dias.
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3.44 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DO EXTRATO
BRUTO ETANOLICO (EB2) E DA FRACAO RICA EM ALCALOIDES (FA)
EM MODELO DE TUMOR SOLIDO DE EHRLICH

O Tumor de Ehrlich é um tumor sélido, derivado de adenocarcinoma de mama
murino, com caracteristicas agressivas e de rapido crescimento, podendo se desenvolver nas
formas ascitica e sélida, dependendo do local de inoculagdo (Gomes et al., 2008; Sakai et al.,
2010). Assim, o objetivo deste teste foi avaliar se as amostras em estudo seriam capazes de

reduzir o desenvolvimento do tumor sélido de Ehrlich.

3.4.4.1. Manutencao das células e preparo das células

As células de tumor de Ehrlich foram mantidas na sua forma ascitica, no peritonio
de camundongos Swiss, por passagens semanais de 5x10° células/animal. Para tanto, as
células foram descongeladas, ressuspensas em PBS e centrifugadas por 5 minutos a 2500 rpm,
4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet celular novamente ressuspenso em PBS, em
volume suficiente para preparar uma suspensio celular na densidade de inoculacdo de 5x10°
células/animal. Dois animais foram inoculados (doadores) e eutanasiados apds sete dias do
in6culo; o liquido ascitico foi coletado e submetido a processamento, para preparo da

suspensdo de manuten¢do da linhagem ou para preparo da suspensdo de trabalho (Oloris et al.,

2002; Gomes et al., 2008).

3.4.4.2. Avaliacao da atividade de EB2 sobre o desenvolvimento do tumor
solido de Ehrlich
3.4.4.2.1. Modelo de tumor sélido de Ehrlich no flanco:

Para o experimento, camundongos fémeas da linhagem Balb/c (n = 6/grupo, peso
entre 17-25 g) receberam um indculo de células tumorais de Ehrlich (5x10°
c€lulas/60uL/animal em PBS) por via subcutanea no dorso posterior (flanco) do animal
(modificado de Marchetti et al., 2012). No 3° dia ap6s o indculo das células, quando o tumor
se tornou palpdvel, os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos, que foram
tratados com veiculo (controle negativo, 10 mL Kg'l, v.0.), doxorrubicina (3 mg/kg, via i.p.,
controle positivo) e com EB2 nas doses de 150 (via i.p.) e 400 (v.0.) mg Kg‘l. As doses foram

estabelecidas com base no trabalho de Mi et al. (2009), os quais sugerem a utiliza¢ao de 40%
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da dose maxima tolerada do teste de toxicidade aguda como dose mdxima a ser administrada
em doses repetidas.

Assim, os grupos foram tratados todos os dias (com exce¢do do grupo com
doxorrubicina que foram tratados a cada dois dias), por 9 dias. Vinte e quatro horas apds o
ultimo tratamento (13° dia de experimento), os camundongos foram pesados e procedeu-se a
coleta de sangue, apGs anestesia com uma mistura de quetamina (100 mg Kg™) e xilazina (5
mg Kg™), através do plexo retro orbital com capilares de vidro. O sangue foi colocado em
microtubos com EDTA (Quibasa-Bioclin, Brasil — EDTA sédico 300 mmol L'l). ApO6s
eutandsia por deslocamento cervical, procedeu-se a retirada do tumor, avaliagdo macroscépica
e pesagem de alguns 6rgdos (figado, rins e baco). A taxa de inibicdo do tumor (%) foi

calculada pela seguinte férmula:

C—-TE
Taxa de inibicao do tumor: 7 x 100

Sendo que TC, o peso médio do tumor no grupo controle negativo e TE, o peso
médio do tumor no grupo experimental (Bezerra et al., 2006). Este cdlculo também foi
utilizado para o peso relativo do tumor, o qual foi obtido pela divisdo do peso tumoral pelo

peso do animal.

3.4.4.2.2. Avaliacdo da evolugdo do peso corporal, dos parametros sanguineos e

biometria dos 6rgaos

Com a finalidade de obter mais dados a respeito da toxicidade de EB2, foram
avaliados a evolugao do peso corporal, os parametros sanguineos e a biometria dos 6rgaos dos
animais tratados e inoculados com as células tumorais em comparacao com um grupo satélite
(n = 6 animais, peso entre 17-25 g), o qual ndo foi inoculado as células tumorais nem recebeu
qualquer tratamento.

A evolug¢ao do peso corporal foi realizada através da pesagem de todos os animais
no inicio do experimento (dia do in6culo) e em dias alternados até o final do experimento, em
balanga semianalitica. Os pardmetros sanguineos foram obtidos em aparelho veterinério para
andlise de hemograma (Sysmex®, modelo pocH-100iV, EUA), avaliando-se contagem de
leucécitos totais (WBC), eritrécitos (RBC), hemoglobina (Hbg) e plaquetas (Pt).

Apds a eutandsia dos animais, figado, rins e bago foram colhidos, avaliados
macroscopicamente e pesados em balanca analitica sendo calculado o peso relativo do 6rgao

em funcao do peso do animal.
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3.4.4.3 Avaliacio da atividade de FA sobre o desenvolvimento do tumor
solido de Ehrlich
3.4.4.3.1. Modelo de tumor s6lido de Ehrlich na pata

Camundongos fémea da linhagem Balb/c (n = 8/grupo, peso entre 17-25 g)
tiveram o volume basal da pata traseira direita avaliado em aparelho de hidroplestimometro
(Ugo Basile®, Itdlia) e em seguida receberam um in6culo de células tumorais de Ehrlich em
PBS (2,5 x 10° células/30uL/animal no coxim plantar dessa mesma pata (Vendramini-Costa
et al., 2012, com modifica¢des). O volume tumoral (expresso em mL) foi avaliado a cada trés
dias e a variacdo de volume foi determinada pela diferenca entre o volume medido no dia e o

volume basal e em seguida foi calculado a variacdo do volume tumoral pela seguinte formula:

T—-VB
Variagdo do volume tumoral: V7 x 100

Sendo que VT: volume medido da pata inoculada com tumor e VB: volume basal
da pata (de Oliveira et al., 2015).

No terceiro dia apds o indculo das células, os animais foram distribuidos
aleatoriamente nos grupos experimentais e tratados a cada trés dias com veiculo (controle
negativo, v.o., 10 mL Kg), doxorrubicina (controle positivo, i.p., 3 mg Kg), piroxicam
(controle positivo, v.o., 40 mg Kg’l) e FA (v.o0.,, 3,10 e 30 mg Kg'l).

No 16° dia de experimento, apés a ultima avaliacdo do volume das patas, os
camundongos foram pesados e procedeu-se a coleta de sangue, apds anestesia com uma
mistura de quetamina (100 mg Kg™') e xilazina (5 mg Kg'), através do plexo retro orbital com
capilares de vidro. O sangue foi colocado em microtubos com EDTA. Apds eutandsia por
deslocamento cervical dos animais anestesiados, procedeu-se a retirada de ambas as patas
traseiras e avaliacdo macroscopica e pesagem de alguns 6rgaos (figado, rins e bago). As patas
traseiras direita, apos pesagem, foram armazenadas em nitrogénio liquido para a dosagem de
mieloperoxidase.

Para a andlise da taxa de inibicdo do tumor, este foi calculado somente para a

ultima medi¢do do volume tumoral da pata (15° dia), pela seguinte férmula:

MVTC — MVTT

Inibica : 1
nibicao do tumor de pata MVTC x 100

Sendo que, MVTC: média da variacdo do volume tumoral da pata do grupo

controle e MVTT: média da variagdao do volume tumoral da pata dos grupos tratados.
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3.4.4.3.2. Avaliacdo da evolucdo do peso corporal, dos parametros sanguineos,
andlise bioquimica e biometria dos 6rgaos

Com a finalidade de obter mais dados a respeito da toxicidade de FA, foram
avaliados os parametros de evolucdo do peso corporal, os parametros sanguineos, andlise
bioquimica e a biometria dos 6rgdos dos animais tratados e inoculados com as células
tumorais em comparacdo com dois grupos (n = 8 animais/grupo, peso entre 17-25 g), a saber:
grupo satélite (sem inoculacdo de células tumorais e sem tratamento) e um grupo tratado com
a maior dose de FA (30 mg Kg'l) no qual ndo foram inoculadas as células tumorais.

A evolugdo do peso corporal foi realizada através da pesagem de todos os animais
a cada trés dias até o final do experimento, em balanca semianalitica. J4 os parametros
sanguineos foram avaliados em aparelho veterinario conforme descrito no item 3.3.4.2.2. Para
aandlise de bioquimica o sangue foi coletado em tubos de microcentrifuga de 2 ml sem
qualquer composto anticoagulante. Os tubos de microcentrifuga foram centrifugados em
centrifuga por 2500 RPM e 5 minutos. O soro foi colhido para a andlise de creatinina e
gamaglutamiltransferase (GGT) em tiras reativas (Reflotron®- Roche, Macromed, Sdo José
do Rio Preto, Brasil) em aparelho (Reflotron® Plus- Roche, Macromed, Sao José do Rio
Preto, Brasil). Finalmente, figado, rins e bago foram colhidos, avaliados macroscopicamente e
pesados em balanca analitica sendo calculado o peso relativo do 6rgdo em fun¢do do peso do

animal.

3.4.5. AVALIACAO DA ATIVIDADE DO EXTRATO BRUTO ETANOLICO
(EB2) E DA FRACAO RICA EM ALCALOIDES (FA) EM MODELOS DE
INFLAMACAO

3.4.5.1. Edema de pata induzida por carragenina

O objetivo deste teste € avaliar a capacidade da amostra reduzir o edema de pata
induzido por polissacarideos sulfatados (carragenina) extraidos de algas vermelhas da familia
Rhodophyceae (Campo et al., 2009; Jiao et al., 2011).

Os experimentos foram conduzidos de acordo com Posadas e colaboradores
(2004) e Nunes e colaboradores (2007), com algumas modifica¢des. O volume basal da pata
traseira direita de camundongos Balb/c (n = 6 a 8/grupo, entre 18 e 22 g) foi avaliado em
aparelho de hidropletismdometro e, entdo, os grupos foram divididos aleatoriamente em cinco

grupos por experimento (Tabela 3).
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Tabela 3. Distribuicdo dos grupos experimentais nos testes de edema de pata induzido por

carragenina em camundongos.

Experimento 1* Experimento 2"
Grupos Dose (mg Kg'l) Grupos Dose (mg Kg'l)
V.0 v.0.
Veiculo 10mLKg'® Veiculo 10mLKg'®
Dexametasona 25 Dexametasona 25
75 3
EB2 150 FA 10
300 30

a) n = 6 animais/grupo, entre 18 e 22 g; b) n = 8 animais/grupo, entre 18 e 22 g; ¢) Controle negativo; d)
Controle positivo; e) volume mdximo de administragdo pela via oral em animais em jejum. EB2: extrato bruto

etandlico obtido apds a extracdo com o diclorometano, FA: Fracdo rica em alcaloide.

Ap6s 60 minutos do tratamento, a inflamacao foi induzida através da inje¢dao de
30 pL de carragenina 3% (Sigma—Aldrich®, EUA) no coxim plantar da pata traseira direita dos
camundongos e o volume da pata foi avaliado apés 1, 2, 4, 6 e 24 horas da injecdo de
carragenina.

A mensuracdo do edema de pata foi determinada para cada camundongo através
da diferenca entre os valores de volume final e basal. Em seguida a varia¢do do edema (%)

para cada animal em cada um dos tempos de medi¢ao foi calculado pela seguinte férmula:

EP — BP
Variacao do edema de pata: —Bp x 100

Sendo que EP: corresponde ao edema medido em volume (mL) da pata apds
induc¢do da inflamacdo pela carragenina e BP corresponde ao valor em volume (mL) basal da
pata.

Finalmente, a inibicdo do edema (%) em cada um dos tempos de medi¢do foi
calculada pela diferenca da média da variagdo do edema dos grupos tratados (MVT) em
relacdo a média da variacdo do edema do grupo controle negativo (MVC) multiplicado por
100 (Equacao baseada no artigo Lin et al., 1997):

MVC - MVT

Inibica /1
nibicao do edema de pata MVC x 100
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3.4.5.2. Edema de orelha induzido por éleo de croton

O objetivo deste teste foi avaliar a capacidade da amostra reduzir o edema de
orelha induzido por 6leo de créton. Este 6leo € obtido das sementes de Croton tiglium L. e
contém uma mistura de ésteres de forbol, sendo o 12-O-tetracanoilphorbol-13-acetato (TPA)
o composto majoritario (Carlson et al., 1985; Otuki et al., 2005).

Experimentalmente, camundongos fémeas da linhagem Balb/c (n = 6/grupos,
entre 20 e 22 g) foram pesadas e distribuidas aleatoriamente nos grupos experimentais e cada
grupo recebeu o tratamento especificado na Tabela 4 uma hora antes da aplicacdo do agente
irritante. Foram realizados dois experimentos, um com EB2 e outro com FA. A Figura 9

exemplifica o tratamento por via topica.

Tabela 4. Distribuicdao dos grupos experimentais nos testes de edema de orelha induzido por

6leo de créton em camundongos.

Grupos®
Via Veiculo® Dexametasona® EB2¢ FA ¢
Tépica 20 uL 5 mg mL" 75 mg mL" 3,10, 30 mg mL"
Oral 10 mL Kg 25 mg Kg! 75 mg Kg' 3,10, 30 mg Kg'!
ipf 10 mL Kg 5mgKg" 75 mg Kg' N.T.

a) n = 6 camundongos fémeas da linhagem Balb/c /grupo, entre 18 e 22g; b) Controle negativo (acetona 70% na
administracdo por via tépica e PBS + Tween 80 (5%) nas demais); ¢) Controle positivo; d) extrato bruto
etandlico obtido apds a extracdo com o diclorometano; e) fracdo rica em alcaloides. i.p. = administracdo
intraperitoneal, N.T. = ndo testada.
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Figura 9. Administracdo tdpica do extrato bruto etandlico obtido apés a extracdo com o
diclorometano (EB2) para avaliagdo do efeito antiedematogénico em modelo de edema de

orelha induzida por 6leo de créton.

(A) Administracdo topica de EB2 na concentragdo de 75 mg mL" diluido em acetona 70% (20 uL/orelha). (B)

Imagem do camundongo apds a administracio tépica de EB2 na orelha direita

Ap6s uma hora do tratamento (pelas vias tdpica, oral ou intraperitoneal), cada
animal recebeu por via topica a suspensdo de 6leo de créton (Sigma—Aldrich®, 5% vIv em
acetona 70%, 20 uL/orelha) na orelha direita, enquanto a orelha esquerda foi tratada apenas
acetona 70% (20 uL/orelha). Apds 4 horas, os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical e fragmentos de 7 mm de diametro foram retirados de cada orelha. O edema induzido
pelo 6leo de créton foi expresso como a diferenca de peso entre porcdes iguais obtidas das
orelhas tratadas e ndo tratadas para cada animal, sendo entdo calculada a média para o grupo.

A taxa de inibi¢dao do edema foi calculada pela seguinte férmula:

Taxa de inibicao do edema de orelha: M x 100

Sendo que MC: média da diferenca da massa entre as orelhas do controle
negativo, ME: média da diferenca da massa entre as orelhas do grupo experimental (Equagdo
baseada em Schinella et al., 2014).

Imediatamente apds a pesagem, os fragmentos de orelhas dos experimentos
avaliando a fracdo rica em alcaloides foram armazenados em ultrafreezer -80°C (Forma™

Scientific- mod. 925, EUA) para a dosagem de mieloperoxidase.

3.4.6. DOSAGEM DE MIELOPEROXIDASE

A mieloperoxidase (MPO) serve como indicador do processo de quimiotaxia e a

presenca de leucdcitos polimorfonucleares em exsudato inflamatério (Zanusso-Junior et al.,
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2011). Assim, a inibi¢do da atividade da MPO apds a administracdo de um composto pode ser
decorrente da reducdo da migracdo e/ou induciao de neutréfilos no tecido inflamado (Rauh,
2008).

Foi realizada a dosagem de mieloperoxidase, empregando-se a metodologia de
Bradley et al. (1982), nos fragmentos de orelhas (edema de orelha por 6leo de créton) e nas
patas (tumor solido de Ehrlich) obtidos dos grupos experimentais tratados com FA em
comparagdo com 0s grupos controles.

Assim, para a quantificacdo da MPO, fragmentos congelados do tecido (orelha ou
pata) foram colocados em uma solucdo tampao na propor¢do de 1 mL de tampado para cada
100 mg de tecido, em banho de gelo. O tampao utilizado foi o tampao fosfato de potdssio 50
mM pH 6,0 com hexadeciltrimetilamonio 0,5% (HTAB) (250 mg de HTAB para 50 mL de
tampao). As amostras foram homogeneizadas em triturador IKA (Disperser T 10 basic,
Staufen, Germany) e em seguidas centrifugadas por 10 minutos 12.000 rpm a 4°C
(Microcentrifuga Eppendorf®, Centrifuge 5415R). Em placa de 96 compartimentos, foram
pipetados 30 uL/compartimento do sobrenadante de cada amostra, em triplicata e, em
seguida, 270 puL/compartimento de tampao substrato (0,167 mg mL" de orto-dianisina e
0,002% de H,0, em tampao fosfato) foram adicionados a preparacdo. Para o branco, utilizou-
se 270 uL/compartimento do tampao substrato mais 30 uL do tampao com HTAB. Incubou-
se a placa a 37°C por 5 minutos e a leitura espectrofotométrica foi realizada a 450 nm em
leitor de microplacas.

Para avaliar a taxa de reducdo da migracdo e/ou ativacido dos neutrdfilos para o

local inflamado, a seguinte férmula foi utilizada:

L o DC — DE
Taxa de redugdo da migracao dos neutréfilos : D x 100

Sendo que DC: média da densidade optica (D.O.) obtida das orelhas do controle

negativo, DE: média da densidade Optica obtida das orelhas dos grupos experimentais.

3.5. ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da média, avaliados
pela andlise de varidancia (ANOVA) de uma via ou duas vias, seguida do teste de comparacao
de média, o teste de Tukey (para uma via) ou Bonferroni (para duas vias). Valores de p
menores do que 0,05 (p<0,05) foram considerados como indicativos de significancia e

representados por: (1) p<0,05, *; (2) p<0,01, **; (3) p<0,001, *** Os calculos foram



76

realizados utilizando o Software estatistico GraphPad Prism versao 5.00, San Diego

California, EUA.
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4. RESULTADOS
4.1. FITOQUIMICA
4.1.1. ANALISE DOS EXTRATOS BRUTOS
4.1.1.1. Rendimento

Os rendimentos obtidos pelos diversos processos de extracdo de Boehmeria

caudata estao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Célculo do rendimento (%) dos extratos brutos para cada método e solvente.

Soxhlet Maceracao dinamica
DCM E A DCM E A
Massa (%) Massa (%) Massa (%) Massa (%) Massa (%) Massa (%)
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)

F1 290 5.8 400 8,0 400 8,0 472 9.5 593 11,8 580 11,6
F 161 3.2 268 5.4 536 10,7 211 4,2 305 6,1 293 10,0
M 249 5.0 231 4,6 335 6,7 390 7,8 366 1,3 546 11,0

DCM: diclorometano; E: etanol; A: dgua destilada; F1: folhas, F: flores mais galho, M: mistura

Assim, analisado a Tabela 5, observa-se que o método de extracdo por maceracao
dindmica apresentou o melhor rendimento para todos os solventes utilizado. Este estudo foi

realizado somente uma vez.
4.1.1.2. Analise por cromatografia em camada delgada

4.1.1.2.1. Cromatografia em camada delgada dos extratos brutos diclorometano
Para os extratos de diclorometano a fase moével utilizada foi
diclorometano/metanol (97:3) (Fig. 10A). As cromatofolhas foram reveladas sob a luz de UV
no comprimento de 254 nm e de 366 nm (Fig. 10B). Em seguida foram utilizados os
reveladores: Anisaldeido (Fig. 10C) seguida de aquecimento em estufa a 105°C durante 1

minuto e Dragendorff (Fig. 10D).
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Figura 10. Cromatofolha (CCD) dos extratos brutos diclorometanos de Boehmeria caudata

avaliados com a fase mével diclorometano/metanol (97:3).
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folhas maceracdo dindmica diclorometano, FMDD: flores mais galhos maceracdo dindmica

diclorometano, MMDD: mistura maceragio dinidmica diclorometano, F1SD: folhas soxhlet diclorometano, FSD:

flores mais galhos soxhlet diclorometano, MSD: mistura soxhlet diclorometano. (A) Sem revelar; (B) Placa

revelada em cAmera de UV no comprimento de onda de 366 nm; (C) Revelada com Anisaldeido; (D) Revelada

com Dragendorff.

empregando a mistura de solventes utilizada como fase mével.

Nao foi confirmada a presenca de alcaloides nos extratos brutos diclorometano
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4.1.1.2.2. Cromatografia em camada delgada dos extratos brutos etandlicos

Para os extratos etandlicos a fase movel utilizada foi BAW. A cromatofolha foi
revelada sob a luz de UV no comprimento de 254 nm (Fig. 11A) e de 366 nm (Fig. 11B) a
seguir foi revelada por Dragendorff (Fig. 11C).

Figura 11. Cromatofolha de CCD dos extratos brutos etandlicos de Boehmeria caudata

avaliados com a fase movél BAW (butanol/4cido acético/dgua 4:1:5).

FIMDE FMDE MMDE FISE FSE MSE FIMDE FMDE MMDE FISE FSE MSE FIMDE FMDE MMDE FISE FSE MSE

FIMDE: folhas maceracdo dindmica etandlico, FMDE: flores mais galhos maceracdo dinamica etandlico,
MMDE: mistura maceragdo dindmica etandlico, F1SE: folhas soxhlet etanélico, FSE: flores mais galhos soxhlet
etan6lico, MSE: mistura soxhlet etandlico. (A) Placa revelada em cimera de UV no comprimento de onda de
254 nm; (B) Placa revelada em camera de UV no comprimento de onda de 366 nm; (C) Revelada com
Dragendorff.

Nas Figuras 11A e 8B observou-se a presenga de machas fluorescentes sob a luz
de UV, em tons de azul o que sugere a presenca de compostos quimicos com duplas ligacdes
conjugadas. Na figura 8A observam-se as manchas nos Ry 0,32 e 0,37. Na figura 11B
observaram-se manchas nos R¢: 0,19; 0,32; 0,37; 0,5; 0,68. Os R¢: 0,19 s6 foram observados
nos extratos FISE e MSE. Na figura 11C notou-se que essas duplas ligacdes conjugadas se
equivalem com as manchas acastanhadas reveladas por Dragendorff, que sugere presenca de
alcaloides. No entanto ha também outros compostos com duplas ligacdes conjugadas que nao
correspondem as manchas reveladas por Dragendorff. Os Rt revelados pelo Dragendorff sdo:

0,25; 0,32; 0,37 e 0,5 sendo que o Rf 0,25 s6 foi observado nos extratos FSE e MSE.
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4.1.1.2.3. Cromatografia em camada delgada dos extratos brutos aquosos

Para os extratos brutos aquosos a fase moével utilizada foi BAW. A cromatofolha
foi revelada sob a luz de UV no comprimento de onda de 254 nm (Fig. 12A) e 366 nm (Fig.
12B) a seguir foi revelada por Dragendorff (Fig. 12C).

Figura 12. Cromatofolha de CCD dos extratos brutos aquosos de Boehmeria caudata

avaliados com a fase movél BAW (butanol/acido acético/dgua 4:1:5)

-
'y . % W T W

FIMDA FMDA MMDA FISA FSA  MSA FIMDA FMDA MMDA FISA FSA  MSA FIMDA FMDA MMDA FISA FSA  MSA

FIMDA: folhas maceragdo dinamica dgua, FMDA: flores mais galhos macera¢do dindmica égué, MMDA:
mistura maceracdo dinadmica dgua, F1SA: folhas soxhlet dgua, FSA: flores mais galhos soxhlet dgua, MSA:
mistura soxhlet d4gua. (A) Placa revelada em camera de UV no comprimento de onda de 254 nm; (B) Placa

revelada em cdmera de UV no comprimento de onda de 366 nm; (C) Revelada com Dragendorff.

Nas Figuras 12A e 12B observou-se que a CCD apresentou compostos quimicos
com duplas ligacdes conjugadas. Na figura 9A observou-se mancha no R¢ 0,56, e na figura 9B
observou manchas nos R¢ 0,31; 0,43 e 0,56; nos extratos brutos das flores mais galhos ndo se
observou o Rf 0,56. A figura 12C que foi revelada com Dragendorff apresentou pequenas
manchas acastanhadas no Rf 0,31, presente somente nos extratos brutos das flores mais

galhos, e no Rf 0,43 presente em todos os extratos aquosos.
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4.1.2. ANALISE DO EXTRATO BRUTO ETANOLICO TOTAL VERSUS
EXTRATO BRUTO ETANOLICO OBTIDO APOS A EXTRACAO COM O
DICLOROMETANO
4.1.2.1. Rendimento

Foi calculado o rendimento do extrato bruto etandlico total (EB1) e do extrato
bruto etandlico obtido apds a extragdo com o diclorometano (EB2) (Tabela 6). Como essas
extracOes foram realizadas em triplicata, foram realizadas as médias das massas obtidas, em

gramas, somente das extragdes que partiram de 100 g de planta seca moida.

Tabela 6. Célculo do rendimento expresso em média (gramas) e em porcentagem (%) do EB1

e EB2*.

Extrato Média da massa (g) Rendimento (%)
EB1 15,70 £ 1,93 15,70 £ 1,93
EB2 9,01 +1,71 9,01 +1,71

EB1: extrato bruto etandlico total; EB2: extrato bruto etandlico obtido apds a extracdo com o diclorometano.

*Esses calculos foram baseados somente em extragdes que partiram de 100g de planta seca moida.

4.1.2.2. Analise por cromatografia em camada delgada
4.1.2.2.1.Cromatografia em camada delgada do extrato bruto etanodlico total e do

extrato bruto etandlico obtido apds a extracdo com o diclorometano

Para os extratos: EB1 e EB2 a fase moével utilizada foi BAW. As cromatofolhas
foram reveladas sob a luz de UV no comprimento de 254 nm (Fig. 13A) e de 366 nm (Fig.
13B) a seguir foi revelada por Dragendorff (Fig. 13C).



82

Figura 13. Cromatofolha de CCD dos extratos brutos etandlicos EB1 e EB2 avaliados com a

fase movél BAW (butanol/dcido acético/dgua 4:1:5).

EBI EB2 EB1 EB2 EBI EB2

EBI1.: extrato bruto etandlico total; EB2: extrato bruto etandlico obtido apds a extragdo com diclorometano. (%.:%)
Destaque para as manchas acastanhadas. Fase mével: BAW (butanol/acido acético/dgua 4:1:5). (A) Placa
revelada em camera de UV no comprimento de onda de 254 nm. (B) Placa revelada em camera de UV no
comprimento de onda de 366 nm. (C) Revelada com Dragendorff.

Nao foram observadas diferencas significativas entre o EB1 e o EB2.

4.1.3. ANALISE DAS FRACOES OBTIDAS ATRAVES DA EXTRACAO
ACIDO-BASE
4.1.3.1. Rendimento

Foram calculados os rendimentos das fragdes obtidas do EB2 e EB1, através da
extracdo dcido-base. Essas extragdes foram realizadas em triplicata tanto para EB1 quanto

para EB2. Assim, foram calculados as médias e os rendimentos das massas obtidas (Tabela 7).
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Tabela 7. Célculo do rendimento expresso em média (gramas) e em porcentagem (%) das

fracOes obtidas através da extracdo dcido-base.

EB1 EB2
Fracoes Massa(g) Rendimentos (%) Massa(g) Rendimentos (%)
PV 5,8 £0,98 32,63 £2,80 1,46 +0,48 23,59 +3,0
AE 0,26 £0,11 1,47 £0,37 0,10 £0,05 1,56 £0,45
EE 0,13 £0,11 0,77 £0,20 0,05 £0,04 0,90 £ 0,58
DCM2 0,08 £0,03 0,46 £ 0,09 0,08 £ 0,02 0,97 £0,36

EB1: extrato bruto etandlico total; EB2: extrato bruto etanélico obtido apds a extracdo com diclorometano; PV:
precipitado de coloragdo verde escura; AE: solugdo organica de acetato de etila; EE: solucdo orginica de éter

etilico; DCM2: solugdo organica de diclorometano.

Observou-se que nio houve grandes diferencas quanto a média e o rendimento da
fracdo de DCM2 obtidas tanto pelo EB1 quanto pelo EB2. Assim, como o rendimento da
fracdo de DCM2 foi baixo e ndo houve diferengas quanto ambas as extracdes, a continuidade

da extragdo 4cido-base foi realizada somente pelo EB1.

4.1.3.2. Analise por cromatografia em camada delgada
4.1.3.2.1. Cromatografia em camada delgada das fracdes obtidas pela extracao
acido-base

Foi realizada a andlise por CCD das fragdes: solug@o organica de acetato de etila
(AE); solugdo organica de éter etilico (EE); solucdao organica de diclorometano (DCM?2). A
fase movel utilizada foi BAW. A cromatofolha foi revelada sob a luz de UV no comprimento

de 254 nm (Fig. 14A) e de 366 nm (Fig. 14B) e posteriormente revelada por Dragendorff (Fig
14C).
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Figura 14. Cromatofolha de CCD das fra¢des obtidas pela extracdo 4cido-base avaliados com

a fase movél BAW (butanol/4cido acético/dgua 4:1:5).

W AE EE DCM2 b1y AE ZE DCM2 PV AE EE DCM2

PV: precipitado de coloracdo verde escura; AE: solugc@o orgénica de acetato de etila; EE: solucdo organica de
éter etilico; DCM2: solugdo orgédnica diclorometano. (A) Placa revelada em cdmera de UV no comprimento de
onda de 254 nm. (B) Placa revelada em cdmera de UV no comprimento de onda de 366 nm. (C) Revelada com
Dragendorff.

Nas Figuras 14A e 14B observou-se que a CCD apresentou compostos quimicos
com duplas ligagdes conjugadas, principalmente na fragdo DCM2. Na figura 14A a fracdo EE
apresentou Ry de 0,56 e a fracio DCM2 apresentou manchas com Ry: 0,25; 0,32; 0,37 e 0,43.
Na figura 14B a fracdao PV apresentou manchas com Ry 0,32; 0,37 e 0,43, a fracdo AE
apresentou leves manchas nos Ry: 0,37 e 0,5, a fracdo EE apresentou mancha no Ry: 0,56 e por
fim a fragdo DCM2 apresentou as manchas nos R¢: 0,25; 0,32; 0,37 e 0,43. Quando CCD foi
revelada com Dragendorff, somente a fracilo DCM2 apresentou manchas nos mesmo R
observados quando revelados em UV, apresentando manchas com mais intensidade nos Ry
0,37 e 0,43. No entanto, nota-se que PV e DCM2 tem manchas de cores parecidas quando
revelada em 366 nm e também apresentam Ry iguais neste comprimento de onda.

Apo6s a andlise de CCD a fracdo DCM2 passou a ser chamada de fragdo rica em

alcaloides (FA), pois o Dragendorff revelou a possivel presenca de alcaloides.
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4.1.4. ANALISE DO RESULTADO DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS
DE ALTA RESOLUCAO (HRESI-MS)

Pelo fato da FA apresentar compostos revelados com Dragendorff e também por
existir relatos na literatura da presenga de alcaloides no género Boehmeria, esta fracdo foi
avaliada em espectrometria de massas de alta resolu¢do para identificar e comprovar a

presenca de alcaloides. Os resultados encontrados estdo apresentados na Tabela 8 e figura 15.

Tabela 8. Dados de HRESI-MS obtidos da frag¢do rica em alcaloides.

[M +H]
Formula m/z m/z Erro
Composto DBE® Referéncia
molecular calculado experimental (ppm)
Luo et al., 2003;
Banwell et al,
1,4 C,4HysOsN 378.20637 378.20599 -1.01 11.5 2006; Cai et al.,
2006; Pansare e
Dyapa, 2012
Trigo et al., 1979;
2 C,4H3005N 380.22068 380.22159 -1.13 10.5 Banwell et al,
2006
3 C,4HysO4N 394.20128 394.20058 -1.87 11.5  Caietal, 2006
5 C,3H,60O3N 364.19072 364.19001 -1.95 11.5  Luoetal, 2003
6 C,,H,603N 352.19072 352.19067 -0.20 10.5  Luoetal., 2001
Al-Shamma et al.,
1981; H L,
7 CisHpON  264.15942 264.15899 -1.67 55 art et

1968; Semwal et
al., 2009

*DBE = double bonds equivalent (equivalente de duplas ligagdes)
(1,4) - (-) Criptopleurina, Boehmeriasina A (2) Julandina (3) (-)-C(15R)-Hidréxicriptoleurina (5) Boehmeriasina
B (6) 3-(4-hidroxifenil)-4-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-3, 4-dehidroquinolizidina (7) 3,4-Dimetoxi-o- (2 -piperidil)

acetofenona.
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Figura 15. Espectro dos alcaloides encontrados na fragdo rica em alcaloides.

OMe

38220

o 100
(7) -
80
. 70
264.16 =
100 S50
] =
] z
7 5
90 250
4 £
3 5
80 &40
] 20
70 7 f \
1 20 | 37821 |
860 7
s 103 | N 38022 ..
- ¥ 84.21 -
S s 36419 3821 37619 | | |, i 391.28
L7 o 382 20 U‘x|\|||||\|||||\|\|\||||\|\l‘\||||'|||||||||‘7|,r'
o . ; 355 360 365 370 375 380 385 390~
5 . /! miz e
B 40 -
a 4
o -
30 }
20
10 7 396 22
] 278 17 / l -
7 i La -
0 frrort (FALTE T T T T T T T T T | BERES: T T T T T | PEAEE] T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

miz
(1,4) - (-) Criptopleurina, Boehmeriasina A (2) Julandina (3) (-)-C(15R)-Hidréxicriptoleurina (5) Boehmeriasina
B (6) 3-(4-hidroxifenil)-4-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-3, 4-dehidroquinolizidina (7) 3,4-Dimetoxi-o- (2 -piperidil)
acetofenona. A diferenca entre o criptopleurina e a boehmeriasina A é que a boehmeriasina A ndo possui o

hidrogénio no anel quinolizidinico.

Esse resultado confirmou a presenca de alcaloides na fragdo FA, que pela analise

em HRESI-MS, sdo majoritariamente da familia de alcaloides fenantroquinolizidinicos.

4.2. ANALISE DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA IN VITRO

4.2.1. RESULTADO DO TESTE DE ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA
EM CULTURA DE CELULAS HUMANAS TUMORAIS E NAO TUMORAIS
IN VITRO

4.2.1.1. Extratos brutos

4.2.1.1.1. Extrato bruto diclorometano
A seguir estdo apresentados os graficos da atividade antiproliferativa em cultura
de células humanas tumorais e ndo tumorais in vitro da doxorrubicina (Fig. 16) e dos extratos

brutos diclorometanos extraidos pelo método de maceracdo dinamica: FIMDD, FMDD,



87

MMDD e pelo método de soxhlet: F1SD, FSD, MSD (Fig. 17). Em seguida, a Tabela 9
apresenta os valores de concentracdo necessdria dos extratos diclorometanicos e de

doxorrubicina para inibi¢do total de crescimento (TGI, pg mL™).

Figura 16. Grafico da atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais e ndo

tumorais in vitro da Doxorrubicina, quimioterdpico de referéncia.
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U251: glioma; MCF-7: mama; NCI-H460: pulmao tipo ndo pequenas células; HaCaT, queratindcito humano —
Linhagem ndo tumoral.
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Figura 17. Grafico da atividade antiproliferativa em cultura de células humanas tumorais e

nao tumorais in vitro dos extratos brutos diclorometanos de Boehmeria caudata.
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U251: glioma; MCF-7: mama; NCI-H460: pulmao tipo ndo pequenas células; HaCaT, queratindcito humano —
Linhagem ndo tumoral. F1IMDD: folhas maceracdo dindmica diclorometano, FMDD: flores mais galho
maceracdo dindmica diclorometano, MMDD: mistura maceracio dindmica diclorometano, F1SD: folhas soxhlet
diclorometano, FSD: flores mais galho soxhlet diclorometano, MSD: mistura soxhlet diclorometano.
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Tabela 9. Valores de TGI (inibi¢do total do crescimento, pg mL™') dos extratos brutos

diclorometanos e da doxorrubicina.

Linhagens

Extratos 2% M* 4% Cat*

FIMDD 2,78 29,94 >250 >250

F1SD 27,03 56,25 5,68 21,90

FMDD 51,70 2,58 51,87 23,50

FSD 56,43 81,30 13,89 39,22

MMDD 29,21 4,54 66,26 28,09

MSD 90,50 35,26 38,19 35,57

DOXO 2,66 3,69 >25 1941

*Linhagens celulares tumorais humanas: 2 (U251, glioma), M (MCF-7, mama), 4 (NCI-H460, pulmao tipo ndo
pequenas células), Cat (HaCaT, queratindcito humano — Linhagem nd@o tumoral). FIMDD: folhas maceracao
dindmica diclorometano, FMDD: flores mais galho maceragdo dindmica diclorometano, MMDD: mistura
macera¢do dindmica diclorometano, F1SD: folhas soxhlet diclorometano, FSD: flores mais galho soxhlet

diclorometano, MSD: mistura soxhlet diclorometano, DOXO: Doxorrubicina.

Os extratos obtidos por maceragdo dindmica apresentaram valores de TGI
menores do que os extratos obtidos por soxhlet para as linhagens de U251 e MCF7, enquanto

que para NCI-H460 os extratos brutos obtidos por soxhlet foram mais potentes.

4.2.1.1.2. Extrato bruto etanodlico

A seguir estdo apresentados os graficos da atividade antiproliferativa em cultura
de células humanas tumorais e ndo tumorais in vitro da doxorrubicina (Fig. 18) e dos extratos
brutos etandlicos extraidos pelo método de maceracao dinamica: FIMDE, FMDE, MMDE e
pelo método de soxhlet: F1SE, FSE, MSE (Fig. 19). Em seguida, a Tabela 10 apresenta os
valores de concentra¢do necessdria dos extratos etandlicos e de doxorrubicina para inibi¢ao

total de crescimento (TGIL, ug mL™).
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Figura 18. Graifico da atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais e ndo

tumorais in vitro da Doxorrubicina, quimioterdpico de referéncia.
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Figura 19. Grafico da atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais humanas e

nao tumorais in vitro dos extratos brutos etandlicos da Boehmeria caudata.
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U251: glioma; MCF-7: mama; NCI-H460: pulmao tipo ndo pequenas células; HaCaT, queratinécito humano —
Linhagem nao tumoral. FIMDE: folhas maceracdo dinamica etanélico, FMDE: flores mais galho maceracdo
dindmica etandlico, MMDE: mistura macera¢do dindmica etandlico, F1SE: folhas soxhlet etandlico, FSE: flores
mais galho soxhlet etandlico, MSE: mistura soxhlet etandlico.
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Tabela 10. Valores de TGI (inibi¢do total do crescimento, ug mL™") dos extratos brutos

etandlicos e da doxorrubicina.

Linhagens

Extratos 2% M* 4% Cat*

FIMDE 1386 0,63 039 0,33

FISE <0,25 0,75 <0,25 <0,25

FMDE 224 058 1,54 0,28

FSE 0,67 0,72 99,51 0,46

MMDE 092 0,60 23,52 1,26

MSE <0,25 <0,25 0,66 <0,25

DOXO 846 628 482 1,02

*Linhagens celulares tumorais humanas: 2 (U251, glioma), M (MCF-7, mama), 4 (NCI-H460, pulmao tipo ndo
pequenas células), Cat (HaCaT, queratindcito humano — Linhagem ndo tumoral). FIMDE: folhas maceracao
dindmica etandlico, FMDE: flores mais galho macera¢do dinimica etandlico, MMDE: mistura maceracgio
dindmica etandlico, FISE: folhas soxhlet etandlico, FSE: flores mais galho soxhlet etandlico, MSE: mistura

soxhlet etandlico. DOXO: doxorrubicina.

Os extratos das folhas e da mistura obtidos pelo método de soxhlet foram em geral
os mais ativos, porém, nao houve grande diferenca entre os extratos das diversas partes da
planta obtidos por ambos os métodos, com exce¢do para a linhagem NCI-H460 para o FSE.
Assim, optou-se por dar continuidade aos estudos empregando-se como matéria prima vegetal
a mistura de folhas, flores e galhos de B. caudata e a técnica de extracao por soxhlet. Quanto
ao liquido extrator, os resultados obtidos sugeriram que a extragdo com etanol seria a mais
promissora, uma vez que de maneira geral, os EBEs apresentaram valores de TGI (Tabela 10)

menores do que os observados para os EBDs (Tabela 9).

4.2.1.1.3. Extrato bruto aquoso

A seguir estdo apresentados os graficos da atividade antiproliferativa em cultura

de células humanas tumorais e ndo tumorais in vitro da doxorrubicina (Fig. 20) e dos extratos
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brutos aquosos extraidos pelo método de macera¢do dinamica: FIMDA, FMDA, MMDA e
pelo método de soxhlet: F1SA, FSA, MSA (Fig. 21), sendo que na Tabela 11 estdo descritos

os valores de concentracdo necessdria dos extratos aquosos e de doxorrubicina para inibi¢ao

total de crescimento (TGI, pg/mL).

Figura 20. Grafico da atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais e ndo

tumorais in vitro da Doxorrubicina, quimioterdpico de referéncia.
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U251: glioma; MCF-7: mama; NCI-H460: pulmdo tipo ndo pequenas células; HaCaT, queratindcito humano —
Linhagem ndo tumoral.
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Figura 21. Grafico da atividade antiproliferativa em cultura de células humanas tumorais e

nao tumorais in vitro dos extratos brutos aquosos da Boehmeria caudata.
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U251: glioma; MCF-7: mama; NCI-H460: pulmao tipo ndo pequenas células; HaCaT, queratinécito humano —
Linhagem ndo tumoral. FIMDA: folhas maceracdo dinamica dgua, FMDA: flores mais galho maceracdo

dindmica dgua, MMDA: mistura maceragdo dindmica agua, F1SA: folhas soxhler agua, FSA: flores mais galho
soxhlet agua, MSA: mistura soxhlet agua.
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Tabela 11. Valores de TGI (inibi¢do do crescimento total, ug mL™") dos extratos brutos

aquosos e da doxorrubicina.

Linhagens

Extratos 2% M* 4% Cat*

FIMDA >250 55,08 27,79 >250

F1SA >250 120,19 75,31 342

FMDA 13,30 37,97 3,60 14,89

FSA 3,75 16,38 2,18 0,39

MMDA 106,60 98,12 3,05 130,70

MSA 27773 63,57 6,67 794

DOXO 9,75 1,01 046 <0,25

*Linhagens celulares tumorais humanas: 2 (U251, glioma), M (MCF-7, mama), 4 (NCI-H460, pulmao tipo ndo
pequenas células), Cat (HaCaT, queratinocito humano — Linhagem nd@o tumoral). FIMDA: folhas maceracao
dindmica dgua, FMDA: flores mais galho maceragcdo dinidmica dgua, MMDA: mistura maceragdo dinimica
agua, F1SA: folhas soxhlet dgua, FSA: flores mais galho soxhlet dgua, MSA: mistura soxhlet dgua. DOXO:

doxorrubicina.

Em geral, os extratos de flor mais galho e mistura extraidos pelo método de
soxhlet foram mais eficientes em relagdo aos mesmos extraidos por maceracdo dindmica. J4
para a folha a eficiéncia foi parecida para ambos os métodos. Por fim, a FSA apresentou
maior poténcia em relagdo a todos os extratos. Comparativamente aos extratos brutos

etandlicos (Tabela 10), os aquosos apresentaram menor poténcia (Tabela 11).

4.2.1.2. Extrato bruto etandlico total versus extrato bruto obtido apods a

extracao com o diclorometano
Como o extrato bruto etanélico apresentou o menor valor de TGI, foi avaliado se
o extrato bruto etandlico total (EB1) e o extrato bruto etandlico obtido apds a extragdo com o

diclorometano (EB2) apresentariam o mesmo perfil de atividade antiproliferativa in vitro.
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A seguir estdo apresentados os gréficos da atividade antiproliferativa em cultura
de células humanas tumorais e ndo tumorais in vitro da doxorrubicina (Fig. 22), do EB1 (Fig.
23A) e EB2 (Fig. 23B). Na Tabela 12 estdo descritas as concentracdes necessdrias dos

extratos EB1 e EB2 e de doxorrubicina para inibi¢ao total de crescimento (TGI, pg mL™).

Figura 22. Gréifico da atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais e ndo

tumorais in vitro da Doxorrubicina, quimioterdpico de referéncia.
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Figura 23. Grafico da atividade antiproliferativa em cultura de células humanas tumorais e
ndo tumorais in vitro do extrato bruto etandlico total (EB1) (A) e do extrato bruto etandlico

obtido apds a extragdo com o diclorometano (EB2) (B).
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U251: glioma; UACC-62: melanoma, NCI-ADR/RES: ovério com fenétipo de resisténcia a miltiplos fairmacos;
786-0: rim; NCI-H460: pulmio tipo ndo pequenas células; HT-29: colén; PC-3: préstata; K-562: leucemia;
OVCAR-03: ovdrio; HaCaT, queratindcito humano — Linhagem nao tumoral. EB1: extrato bruto etandlico total;
EB2: extrato bruto etandlico obtido apds a extracdo com o diclorometano.

Tabela 12. Valores de TGI (inibi¢do do crescimento total) em pg mL"' dos extratos brutos

etandlicos 1 e 2 e da doxorrubicina.

Linhagens

Extratos 2% U* A* 7* 4* H* P* O* K* Cat*
EB1 <0,25 <0,25 7,85 2797 041 3,04 1,78 0,54 0,38 2,14
EB2 <0,25 <0,25 4,67 3,19 <025 <025 0,55 0,86 0,52 0,53

DOXO <025 0,71 17,07 0,69 <025 267 054 168 031 <0,25

*Linhagens celulares tumorais humanas: 2 (U251, glioma), (UACC-62, melanoma), A (NCI-ADR/RES, ovario
com fenétipo de resisténcia a mdltiplos farmacos), 7 (786-0, rim), 4 (NCI-H460, pulmdo tipo ndo pequenas
células), H (HT-29, colén), P (PC-3, préstata), K (K-562, leucemia), O (OVCAR-03, ovdrio), Cat (HaCaT,
queratinécito humano — Linhagem nao tumoral). EB1: extrato bruto etandlico total; EB2: extrato bruto etandlico
obtido ap6s a extragdo com o diclorometano. DOXO: doxorrubicina.

Como esperado pelo resultado da andlise em CCD, na qual ndo foram observadas
diferencgas significativas entre EB1 e EB2, os resultados de TGI de EB1 e EB2 frente as
linhagens avaliadas também ndo apresentaram grandes diferencas, com exceg¢do para a
linhagem tumoral de rim (786-0). Para essa linhagem o EB2 foi mais ativo (TGI = 3,19 ug
mL™") do que o EB1 (TGI = 27,97 ug mL™") (Tabela 12). Diante dos resultados, optou-se por
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prosseguir os estudos in vivo com o EB2, pelo fato do diclorometano extrair substancias de

média a baixa polaridade, tornando EB2 menos complexo do que EBI1.

4.2.1.3. Fracoes obtidas por extracao acido-base

A seguir estd apresentado o grafico da atividade antiproliferativa em cultura de
células humanas tumorais e ndo tumorais in vitro da doxorrubicina (Fig. 24) e das fracdes
obtidas por extracdo acido-base tanto do EB1 quanto do EB2 (Fig. 25 e 26). Em seguida esta
apresentada a Tabela 13 com os valores de concentracdo necessdria das fracdes resultantes e

de doxorrubicina para inibicdo total de crescimento (TGIL, ug mL™).

Figura 24. Grifico da atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais e nao

tumorais in vitro da Doxorrubicina, quimioterdpico de referéncia.
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U251: glioma; UACC-62: melanoma, MCF-7: mama; NCI-ADR/RES: ovario com fenétipo de resisténcia a
multiplos farmacos; 786-0: rim; NCI-H460: pulmdo tipo ndo pequenas células; HT-29: colén; PC-3: prostata;
OVCAR-03: ovario; HaCaT, queratindcito humano — Linhagem nio tumoral.
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Figura 25. Grafico da atividade antiproliferativa em cultura de células humanas tumorais e

nao tumorais in vitro das fracdes obtidas pela extracdo dcido-base.
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U251: glioma; UACC-62: melanoma, MCF-7: mama; NCI-ADR/RES: ovario com fenétipo de resisténcia a
multiplos farmacos; 786-0: rim; NCI-H460: pulmao tipo ndo pequenas células; HT-29: colén; PC-3: proéstata;
OVCAR-03: ovério; HaCaT, queratindcito humano — Linhagem néo tumoral. PV: precipitado de colorag@o verde
escura, AE: solucdo orginica de acetate de etila, EE: solu¢do orgéanica de éter etilico, EB1: extrato bruto

etandlico total; EB2: extrato bruto etanélico obtido apds a extragdo com o diclorometano.
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Figura 26. Grafico da atividade antiproliferativa em cultura de células humanas tumorais e

nao tumorais in vitro da fragdo rica em alcaloides obtida pela extracdo acido-base.
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U251: glioma; UACC-62: melanoma, MCF-7: mama; NCI-ADR/RES: ovdrio com fendtipo de resisténcia a
multiplos farmacos; 786-0: rim; NCI-H460: pulmao tipo ndo pequenas células; HT-29: coldén; PC-3: proéstata;
OVCAR-03: ovario; HaCaT, queratindcito humano — Linhagem nao tumoral. FA: fracdo rica em alcaloides,

EB1: extrato bruto etandlico total; EB2: extrato bruto etandlico obtido apds a extra¢do com o diclorometano.

Tabela 13. Valores de TGI (inibicdo do crescimento total) em ug mL" das fracOes obtidas

por extracao 4dcido-base tanto por EB1 quanto por EB2.

Linhagens

Fracoes 2% U* M* A* 7* 4% H* p* O* Cat*

PV - EB1 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
PV - EB2 <0,25 <0,25 <0,25 1,16 140 <0,25 <0,25 <0,25 0,50 <0,25
AE - EB1 23,05 39,62 127,42 31,94 148,36 62,75 90,66 47,89 50,84 39,60
AE - EB2 26,48 49,92 30,82 >250 126,20 19,04 36,76 55,65 >250 14,65
EE - EB1 116,30 96,48 188,56 75,18 238,92 197,04 242,06 131,72 94,40 122,43
EE - EB2 82,65 62,41 52,13 41,28 98,93 96,74 118,82 38,19 149,78 68,44
FA - EB1 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
FA - EB2 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 0,74 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25

DOXO 0,28 <0,25 5,26 1,77 1,12 0,74 5,72 0,98 0,32 0,44

*Linhagens celulares tumorais humanas: 2 (U251, glioma), U (UACC-62, melanoma), M (MCF-7, mama), A
(NCI-ADR/RES, ovirio com fenétipo de resisténcia a multiplos farmacos), 7 (786-0, rim), 4 (NCI-H460, pulmado
tipo ndo pequenas células), H (HT-29, colén), P (PC-3, préstata) e O (OVCAR-03, ovério). Linhagem ndo
tumoral humana: Cat (HaCaT, queratindcito). PV: precipitado de colorag@o verde escura, AE: solu¢do orgénica
de acetate de etila, EE: solucdo organica de éter etilico, FA: fracdo rica em alcaloides, EB1: extrato bruto
etandlico total; EB2: extrato bruto etandlico obtido apds a extracdo com o diclorometano. DOXO:

doxorrubicina.
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As fracdes mais potentes foram o PV e a FA, obtidas tanto de EB1 quanto de
EB2. A fracdo PV obtida do extrato bruto EB1 foi levemente mais potente que aquela obtida
do EB2; ja as fracdes de AE obtidas por ambos os extratos brutos nao apresentaram grandes
diferencas entre si, sendo que para AE-EB1 as linhagens mais sensiveis foram glioma e ovério
com fendtipo de resisténcia a multiplos farmacos, enquanto que para AE-EB2 as linhagens
mais sensiveis foram glioma, mama, pulmao tipo ndo pequenas células e queratindcito. Ja a
fracdo EE obtida por EB2 foi mais potente do que a obtida a partir de EB1. A linhagem mais
sensivel a fracdo EE-EB?2 foi a prostata (Tabela 13).

Por sua vez, as fracdes de FA obtidas a partir de ambos os extratos brutos ndo
apresentaram diferengas entre si, com quase todos valores de TGI menores do que a menor
concentragdo experimental (0,25 pg mL™). A partir desses resultados as duas fragdes ricas em
alcaloides (FA-EB1 e FA-EB2) foram reunidas em uma unica fracdo, denominada FA, que foi
novamente avaliada quanto a atividade antiproliferativa em uma faixa menor de concentracao

(0,0025; 0,025; 0,25 ¢ 2,5 ug mL™") (Figura 27, Tabela 14).

Figura 27. Grafico da atividade antiproliferativa em cultura de células humanas tumorais e

ndo tumorais in vitro da fracdo rica em alcaloides e da doxorrubicina.
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U251: glioma; MCF-7: mama; NCI-ADR/RES: ovdrio com fenétipo de resisténcia a miltiplos farmacos; 786-0:
rim; NCI-H460: pulmdo tipo ndo pequenas células; HT-29: colén; PC-3: prostata; OVCAR-03: ovério, K-562:

leucemia; HaCaT, queratinécito humano — Linhagem nao tumoral. FA: fragdo rica em alcaloides
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Tabela 14. Valores de TGI (inibi¢do do crescimento total) em ug mL™' da fracdo rica em

alcaloides.

Linhagens
Extratos 2* M* A* 7% 4% H¥* P* O* K* Cat*
FA 0,59 0,61 <25 <25 0,17 024 032 0,79 0,11 0,19
DOXO <25 2,83 <25 1,88 <25 <25 0,83 1,23 093 0,78

*Linhagens celulares tumorais humanas: 2 (U251, glioma), A (NCI-ADR/RES, ovério com fenétipo de
resisténcia a miultiplos farmacos), 7 (786-0, rim), 4 (NCI-H460, pulmdo tipo ndo pequenas células), H (HT-29,
colén), P (PC-3, préstata), K (K-562, leucemia), O* (OVCAR-03, ovirio), Cat (HaCaT, queratinécito humano —

Linhagem nao tumoral). FA: fracdo rica em acaloides. Doxo: Doxorrubicina.

O teste antiproliferativo em linhagem tumorais e ndo tumorais in vitro da FA, em
concentracdes mais baixas, mostrou que as linhagens tumorais celulares mais sensiveis foram
a de adenocarcinoma de pulmdo, tipo ndo pequenas células (NCI-H460) e a de leucemia (K-
562) com valores de TGI de 0,17 e 0,11 pg mL™", respectivamente. Tendo em vista que uma
atividade antiproliferativa sobre a linhagem tumoral NCI-H460 foi observada desde o EBE,
que a poténcia dessa atividade foi aumentada com o fracionamento e obtencdo da fragdo rica
em alcaloides e que, segundo o INCA, no Brasil o cancer de pulmao, além de ser o mais letal,
¢ a segunda maior incidéncia entre os homens e a quarta entre as mulheres (INCA, 2016),
optou-se pela continuidade dos estudos de mecanismo de morte celular com a linhagem NCI-
H460.

Com base no perfil de atividade antiproliferativa de FA em funcdo da
concentracdo (Figura 27), estabeleceu-se que, para as andlises de citometria, as concentragdes
de 0,025; 0,25 € 2,5 pug mL™" seriam empregadas para os estudos de processo de morte celular
enquanto as concentracoes de 0,0025 e 0,025 pug mL™" seriam utilizadas para a andlise do ciclo

celular.

4.2.2. CITOMETRIA DE FLUXO
4.2.2.1. RESULTADO DA ANALISE DO CICLO CELULAR

Para investigar o possivel mecanismo de acdo da fracdo rica em alcaloides,
primeiramente foi avaliado a sua acdo nas diferentes fases do ciclo celular por citometria de
fluxo.

Células de adenocarcinoma de pulmado, tipo ndo pequenas células tratadas com

0,025 pg mL' por 24 e 48 horas, de uma forma geral quando comparadas as células tratadas
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apenas com o diluente, apresentaram um aumento na subpopulacio de células em fase G2/M
com consequentemente diminui¢do na subpopulagdo de células em fase G1, para o tempo de
24 horas (Figura 28), e nas fases G1 e S, para o tempo de 48 horas de tratamento (Figura 29).
Ja células tratadas com 0,0025 npg mL", em ambos tempos, nao apresentaram diferencas
significativas em relacdo ao controle negativo. Para a fase sub-G1, ndo foram observadas

diferengas significativas para nenhum tratamento e tempo (Tabela 15).

Figura 28. Andlise das fases do ciclo celular da linhagem NCI-H460 apds 24 horas de

tratamento com a fracdo rica em alcaloides.
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Experimentos realizados em triplicata; resultados expressos como média + erro padrdo de dois experimentos
independentes. Marcagdo com iodeto de propidio; DMSO: Controle negativo com 0,25% de dimetilsulféxido
(diluente). FA: fracdo rica em alcaloides. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, diferenca estatisticamente

significante em relag@o ao grupo controle negativo (Two way ANOV A — seguido pelo teste Bonferroni)
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Figura 29. Anidlise das fases do ciclo celular da linhagem NCI-H460 apds 48 horas de

tratamento com a fragdo rica em alcaloides.
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Experimentos realizados em triplicata; resultados expressos como média + erro padrdo de dois experimentos
independentes. Marcag¢do com iodeto de propidio; DMSO: Controle negativo com 0,25% de dimetilsulféxido
(diluente). FA: fracdo rica em alcaloides. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, diferenca estatisticamente

significante em relag@o ao grupo controle negativo (Two way ANOVA — seguido pelo teste Bonferroni).

Tabela 15. Subpopulacdes celulares (em %) na andlise de fases do ciclo celular da linhagem

NCI-H460 apo6s tratamento com a fracdo rica em alcaloides.

T Tratamento Fases do ciclo
Sub-G1 G1 S G2/M
DMSO 1,96 + 0,36 55,53 +2,43 16,16 + 1,18 26,33+ 1,95

24hs FA 0,0025 pyg mL™" 3,19+ 1,15 53,78 +2,18 16,81 + 1,04 26,54 + 2,47
FA 0,025 pgmL™"  341£2,17 4491 +393%%% 17,12+ 1,45 35,16 + 3,04%%*

DMSO 6,87 +2,10 54,45 + 5,29 18,27 + 1,49 25,46 +4,92
48hs FA 0,0025 uygmL™" 4,17 +1,28 53,25 +4,71 17,49 + 0,18 27,58 +4,79
FA 0,025 ugmL™"  2,88+1,72 4824 +380% 11,96+047% 36,72+ 5,65%%*

Experimentos realizados em triplicata, resultados expressos como média + desvio padrdo de dois experimentos
independentes. DMSO: Controle negativo com 0,25 % de dimetilsulféxido (diluente). T: tempo, FA: fracao rica
em alcaloide. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo

controle negativo (Two way ANOVA — seguido pelo teste Bonferroni).
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4.2.2.2. RESULTADO DA ANALISE DE EXPOSICAO DE RESIDUOS DE
FOSFATIDILSERINA E PERMEABILIZACAO DA MEMBRANA CELULAR

Ap6s observar que a FA tem acgdo sobre o ciclo celular, o seguinte passo foi
investigar se as etapas iniciais do processo de morte celular desencadeado por FA
envolveriam a exposicao de residuos de fosfatidilserina.

Iniciou-se a avaliagdo com um tempo de tratamento de 12 horas; no entanto, neste
periodo ndo se observou diferenca estatistica das células tratadas em relacdo ao controle
negativo, células sem tratamento (Fig. 30 e Tabela 16). Esse resultado combinado aquele
obtido para a avaliacdo de acdo sobre ciclo celular sugeriram que FA primeiro promoveria a
parada do ciclo celular para entdo ativar um processo de morte celular. De fato, somente apds
24 de exposig¢do, foi possivel observar um pequeno aumento na subpopulacio de células com
exposicao de residuos de fosfatidilserina para todas as concentracdes utilizadas, sendo que na
maior concentracio (2,5 pg mL" da FA) também foi possivel observar um pequeno aumento
na subpopulacdo de células duplamente marcadas com anexina V-PE e 7-AAD (Fig. 31 e
Tabela 16).

Aumentando-se o tempo de exposicao (36 horas) da linhagem NCI-H460 a FA,
foram observados, para as concentra¢des de 0,025; 0,25 e 2,5 ug mL™' de FA, uma reducio na
subpopulagdo de células viaveis de 87,37% (controle negativo) para 85,57%, 61,97% e
54,30% respetivamente, € um aumento na subpopulacio de células marcadas com anexina V-
PE de 2,60% (controle negativo) para 7,10%, 16,6% e 17,93% respectivamente. Com relacdo
a subpopulacdo de células duplamente marcadas (anexina V-PE +, 7-AAD +), apenas as
concentragdes de 0,25 e 2,5 ug mL" promoveram um aumento de 8,60% (controle negativo)
para 20,37% e 25,73%, respectivamente; ja a concentracao de 0,025 ug mL! promoveu uma

reducgdo nessa subpopulacao (de 8,60% para 6,67%) (Fig. 32 e Tabela 16).
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Figura 30. Avaliacdo de exposi¢do de residuos de fosfatidilserina e de permeabilizacdo de

membrana de células NCI-H460 apds 12 horas de tratamento com a fragdo rica em alcaloides.
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Experimentos realizados em triplicata, resultados expressos como média + erro padrio de dois experimentos
independentes. DMSO: Controle negativo com 0,25% de dimetilsulféxido (diluente). FA: fracdo rica em
alcaloides. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo

controle negativo (Two way ANOVA — seguido pelo teste Bonferroni).
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Figura 31. Avaliacdo de exposi¢do de residuos de fosfatidilserina e de permeabilizacdo de

membrana de células NCI-H460 apds 24 horas de tratamento com a fragcdo rica em alcaloides.
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Experimentos realizados em triplicata, resultados expressos como média + erro padrdo de dois experimentos
independentes. DMSO: Controle negativo com 0,25% de dimetilsulféxido (diluente). FA: fracdo rica em
alcaloides. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo
controle negativo (Two way ANOVA — seguido pelo teste Bonferroni).
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Figura 32. Avaliacdo de exposi¢do de residuos de fosfatidilserina e de permeabilizacdo de

membrana de células NCI-H460 apds 36 horas de tratamento com a fragdo rica em alcaloides.
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Experimentos realizados em triplicata, resultados expressos como média + erro padrio de dois experimentos
independentes. DMSO: Controle negativo com 0,25% de dimetilsulfoxido (diluente). FA: fracdo rica em
alcaloides. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo

controle negativo (Two way ANOV A — seguido pelo teste Bonferroni).
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Tabela 16. Avaliacdo de exposi¢do de residuos de fosfatidilserina e de permeabilizacdo de

membrana de células NCI-H460 apds tratamento com a fragdo rica em alcaloides.

Tratamento
T Marcacio DMSO FA 0,025 pgmL" FA 0,25 pgmL" FA 2,5 pgmL"’
Anexina (-) 7TAAD (-) 89,00 + 1,56 87,83 £0,78 88,27 £ 0,83 87,27 £0,90
12h Anexina (+) 7AAD (-) 0,45 +£0,21 1,33+0,38 1,37 £0,06 1,60 £ 0,46
Anexina (+) 7AAD (+) 6,40+ 1,56 6,50 £ 0,85 5,20 £0,40 5,13+ 1,04
Anexina (-) 7AAD (+) 4,20 £ 0,28 4,37+ 1,03 5,20+ 0,62 6,00 + 1,57
Anexina (-) 7AAD (-) 91,52 £2,10 84,17 £3,50%** 81,43 £2,13%** 7747 £ 6,05%**
i~ Anexina (+) 7AAD (-) 1,88 £0,59 9,48 £2,18%** 9,02 £ 1,72%** 848 £ 1,60%**
Anexina (+) 7AAD (+) 5,68 £2,10 5,70+ 1,18 8,62 +0,33 10,40 £ 3,18%%*
Anexina (-) 7AAD (+) 0,93 £ 0,57 0,63 £0,45 0,92 + 0,45 1,40 + 0,60
Anexina (-) 7TAAD (-) 87,37 £ 0,45 85,57 £ 0,97** 61,97 £0,49%** 54,30 £ 0,79%**
Anexina (+) 7AAD (-) 2,60 + 0,20 7,10 £ 0,61%%* 16,60 £ 0,92%** 17,93 + (,47***
36h
Anexina (+) 7AAD (+) 8,60 +£0,36 6,67 £ 0,99** 20,37 £ 0,47*%*% 2573 £ 0,80%**
Anexina (-) 7AAD (+) 1,43 £ 0,49 0,70 £ 0,36 1,10+ 0,17 2,03+0,25

Experimentos realizados em triplicata, resultados expressos como média + desvio padrdo de dois experimentos
independentes. T: tempo de exposicdo ao tratamento; DMSO: Controle negativo com 0,25% de dimetilsulféxido
(diluente); FA: fracdo rica em alcaloide. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, diferenca estatisticamente

significante em relagdo ao grupo controle negativo (Two way ANOVA — seguido pelo teste Bonferroni).

4.2.3. AVALIACAO DA FRACAO RICA EM ALCALOIDES NA REDUCAO
DA CAPACIDADE PARA FORMACAO DE COLONIAS

Como os resultados anteriores demonstraram que FA foi citotoxica e teve acao
sobre o ciclo celular, foi realizado o experimento de clonogenicidade para avaliar se, mesmo
apos a retirada do tratamento, as células recuperariam ou ndo a sua capacidade replicativa.

Assim, as células da linhagem NCI-H460 foram tratadas com as mesmas
concentracdes de FA utilizadas para analise do ciclo celular (0,0025 e 0,025 pg mL™); nessas
condi¢Oes, as células tratadas com FA apresentaram uma reducdo de 51,80% e 62,11% na

formacao de colonias (Figuras 33 e 34).
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Figura 33. Imagens representativas da formacdo de colonia das células NCI-H460 sem
tratamento (A) com 0,0025 pg mL' de FA (B) e 0,025 ug mL" de FA (C), 5 dias apés a

retirada do tratamento.

FA: fracdo rica em alcaloides.

Figura 34. Numero de colonias formadas pelas células NCI-H460 5 dias ap6s a retirada do

tratamento com FA.
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Condi¢des de incubacdo: 37°C em atmosfera de 5% de CO,; DMSO: Controle negativo com 0,25% de
dimetilsulf6xido (diluente). FA: fracdo rica em alcaloides. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, diferenca
estatisticamente significante em relagdo ao grupo controle negativo (One way ANOVA — seguido pelo teste de
Tukey).

4.3. ANALISE DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA IN SILICO
4.3.1. RESULTADO DO TESTE DE DOCAGEM MOLECULAR

Antes de se iniciar os estudos de docagem propriamente ditos, os parametros
6timos para as simulacdes foram determinados através de comparacdes nas diferentes corridas
da conformacgdo, posi¢do e orientacdo (as quais no conjunto sdo conhecidas como pose) do
ligante docado com a pose correspondente do ligante co-cristalizado com o alvo

farmacoldgico. Este processo, conhecido como redocagem ou redocking, é considerado um
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requisito minimo para determinar se os parametros de docagem selecionados sdo apropriados
para a simula¢do com um determinado alvo ou ndo. Tal andlise é efetuada pela comparacdo
dos valores de desvio quadraticos médios (RMSD, do inglés Root-Mean-Square Deviation),
uma medida da distdncia média entre os dtomos do ligante cristalografico de referéncia e do
ligante docado. Para andlise, utilizou-se o valor de RMSD de 2,0 A como limite J& que este é
amplamente reconhecido como padrdo na andlise dos estudos de redocagem (Arooj et al.,
2013).

Redocagem da colchicina no seu correspondente sitio de liga¢do na tubulina (PDB
ID: 402B) utilizando-se a funcdo de escore GoldScore do programa GOLD 5.3 com uma
eficiéncia de busca de 100%, resultou em um valor de RMSD de redocagem = 0,44 A,
validando assim os pardmetros de docagem para os estudos com os demais compostos, cujos

respectivos escores de docagem sdo apresentados na Tabela 17.
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Tabela 17. Estruturas quimicas e os respectivos escores de docagem calculados pela funcao
de escore GoldScore do programa Gold 5.3 para a colchicina e demais compostos envolvidos

nos estudos de docagem molecular.

Composto Estrutura Escore de docagem

Colchicina 80,13
R-Boemeriasina A 51,34
R-Boemeriasina B 46,58

R-Criptopleurina 38,69
(15R)-Hidréxicriptopleurina 47,68

Segundo os valores de escore obtidos, a colchicina teria o maior potencial de
interacdo com o subsitio da tubulina, seguida da R-boemeriasina A, (15R)-
hidréxicriptopleurina, R-boemeriasina B e R-criptopleurina.

Em seguida foi realizada a sobreposi¢ao da pose cristalografica da colchicina com
as poses de docagem dos alcaloides fenantroquinolizidinicos (Figura 35) e para cada
composto avaliado: colchicina (Figura 36), R-boehmeriasina A (Figura 37), R-boehmeriasina
A (Figura 38), R- criptopleurina (Figura 39) e R- (15R)-hidroxicriptopleurina (Figura 40)

foram analisados as principais interacdes intermoleculares realizadas entre a pose
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cristalografica dos compostos avaliados e os principais residuos de aminoicido do subsitio

colchicina da tubulina.

Figura 35. Sobreposi¢do da estrutura cristalografica da colchichina (em amarelo) em seu
respectivo sitio de interacdo da tubulina junto as poses de docagem dos compostos R-
boehmeriasina A (verde), R-boehmeriasina B (violeta), R-criptopleurina (ciano) e (15R)-

hidréxicriptopleurina (vermelho).

4

Figura 36. Principais interacOes intermoleculares realizadas entre a pose cristalogréifica da

colchicina e os principais residuos de aminoacido do subsitio colchicina da tubulina.

al181

Oxigénio da carbonila/Valg; (ligagdo de hidrogénio; 3,05 A), anel ligado a carbonila/Alass (CH/m;
5,45 10\), anel ligado a carbonila/Lys;s, (CH/xt; 4,20 A), anel central/Leu,ys (hidrofébica; 5,37 10\), anel
central/Alays,  (hidrofébica; 4,86 A), anel central/Leu,ss (hidrofébica; 5,00 A), anel
trimetéxibenzeno/Leu,,s (CH/m; 3,78 A), anel trimetdxibenzeno/Ala,s, (CH/m; 4,70 A).
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Figura 37. Principais interagdes intermoleculares realizadas entre a pose de docagem da R-

boehmeriasina A e os principais residuos de aminoacido do subsitio colchicina da tubulina.

Lys254

Nitrogénio da guinolizidina/dgua/Asn,y (ligacdo de hidrogénio indireta; 3,08 A, 2,92 A), nitrogénio da
guinolizidina/dgua/Lys,s, (ligagdo de hidrogénio indireta; 3,08 13;, 2,58 A), anel guinolizidinico
periférico/Alag (hidrofébica; 4,80 A), anel guinolizidinico periférico/Alaysy (hidrofébica; 5,28 A),
anel guinolizidinico periférico/Lys,ss (hidrofébica; 5,33 A), anel guinolizidinico central/Ala;g
(hidrofébica; 4,61 A), anel guinolizidinico central/Leuyg (hidrofébica; 5,12 A), anel guinolizidinico
central/Ala,s, (hidrofébica; 4,80 A), anel aromatico central/Ala,sy, (CH/m; 5,48 A), anel aromatico
central/Lys;s, (CH/m; 5,26 A), anel metdxibenzeno/Lyss;s, (CH/m; 3,95 A), anel
dimet6xibenzeno/Leuys (CH/m; 3,82 A), anel dimetoxibenzeno/Ala,s, (CH/m; 4,95 A), anel
dimet6xibenzeno/Leu,ss (CH/xt; 4,59 A).
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Figura 38. Principais interagdes intermoleculares realizadas entre a pose de docagem da R-

boemeriasina B e os principais residuos de aminodcido do subsitio colchicina da tubulina.

Nitrogénio da guinolizidina/dgua/Asn,y (ligacdo de hidrogénio indireta; 3,02 A, 2,92 A), nitrogénio da
guinolizidina/dgua/Lys,s; (ligacio de hidrogénio indireta; 3,02 A, 2,58 A), anel guinolizidinico
periférico/Ala,g, (hidrofébica; 4,81 A), anel guinolizidinico periférico/Alays, (hidrofébica; 5,37 A),
anel guinolizidinico periférico/Lys,s, (hidrofébica; 5,45 A), anel guinolizidinico central/Ala;gg
(hidrofébica; 4,34 A), anel guinolizidinico central/Leuys (hidrofébica; 5,23 10\), anel guinolizidinico
central/Ala,s, (hidrofébica; 5,38 A), anel aromadtico central/Lys,so (CH/mt; 5,38 A), anel aromatico
central/Lys;s, (CH/m; 5,39 10\), anel met6éxi benzeno/Lysss, (CH/m; 4,19 A), anel
hidréximetéxibenzeno/Leuy,s (CH/x; 3,83 10\), anel hidréxi metéxibenzeno/Ala,s, (CH/m; 4,83 A), anel
hidréximetéxibenzeno/Leu,ss (CH/m; 4,54 A).
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Figura 39. Principais interagdes intermoleculares realizadas entre a pose de docagem da R-

criptopleurina e os principais residuos de aminoacido do subsitio colchicina da tubulina.

378

Nitrogénio da guinolizidina/dgua/dgua/Lys,s, (ligacdo de hidrogénio indireta; 1,71 /3\, 2,83 /3\, 2,58 10\),
anel guinolizidinico periférico/Alag, (hidrofébica; 4,53 A), anel guinolizidinico periférico/Ala,sg
(hidrofébica; 5,14 A), anel guinolizidinico periférico/Lys,s4 (hidrofébica; 5,05 A), anel guinolizidinico
central/Alag, (hidrofébica; 5,08 10\), anel guinolizidinico central/Leu,ss (hidrofébica; 4,85 A), anel
guinolizidinico central/Ala,s, (hidrofébica; 4,38 A), anel guinolizidinico central/Lys,s, (hidrofébica;
5,27 A), anel aromatico central/Leu,ys (CH/m; 5,34 A), anel aromatico central/Ala,s, (CH/xw; 5,39 A),
anel aromatico central/Lyss;s, (CH/m; 5,43 /3;), anel metéxibenzeno/Alass (CH/m; 4,97 A), anel
metéxibenzeno/Lys;s, (CH/m; 4,03 /3;), anel dimetéxibenzeno/Leu,ys (CH/m; 3,71 A), anel
dimet6xibenzeno/Ala,sy (CH/m; 4,94 /3;), anel dimetéxibenzeno/Leu,ss (CH/xw; 3,58 A), metila do anel
dimet6xibenzeno/Leuys (CH/m; 4,23 /3;), metila do anel dimetéxibenzeno/Ala,s, (CH/m; 3,68 A),
metila do anel dimetéxibenzeno/Alas ¢ (CH/x; 3,80 A), metila do anel dimetéxibenzeno/Ile;;3 (CH/x;

5,23 A), metila do anel dimetéxibenzeno/Iles;s (CH/m; 4,49 A).
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Figura 40. Principais interacdes intermoleculares realizadas entre a pose de docagem da R-
(15R)-hidréxicriptopleurina e os principais residuos de aminodcido do subsitio colchicina da

tubulina.

Thr179

Nitrogénio da guinolizidina/dgua/Lys,s, (ligacdo de hidrogénio indireta; 2,88 A, 2,58 A), hidroxila do
anel guinolizidinico/Thr;7 (ligacdo de hidrogénio; 2,56 A), anel aromatico central/Leu,ss (CH/mt; 3,14
10\, 3,14 10\, 3,52 10\), anel aromadtico central/Ala,s, (CH/m; 4,65 A), anel metoxibenzeno/Leu,ys (CH/7;
3,92 A), anel met6xibenzeno/Ala,s, (CH/m; 3,48 A), anel metéxibenzeno/Lys,ss (CH/m; 5,24 A), anel
metoxibenzeno/Leu,ss (CH/w; 5,24 A), anel dimetoxibenzeno/Leu,ys (CH/m; 3,61 A), anel
dimetéxibenzeno/Lysss, (CH/m; 4,32 A), grupo metdéxi do anel dimetéxibenzeno/Thrss; (ligacdo de

hidrogénio; 2,48 A).

4.4. ANALISE DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA IN VIVO
4.4.1. RESULTADO DA TOXICIDADE AGUDA IN VIVO

4.4.1.1. Extrato bruto etanélico (EB2) pelas vias oral e intraperitoneal

A avaliacdo da toxicidade aguda do EB2 foi inicialmente realizada pela via de
administracdo intraperitoneal (i.p) com as doses de 1000 e 500 mg Kg‘l.

Ap6s a administragdo da dose de 1000 mg Kg”' de EB2 no primeiro camundongo
observou-se que o animal apresentou diminui¢do do comportamento exploratério e sinais
sugestivos de depressdo do sistema nervoso central, comparativamente ao animal tratado
apenas com veiculo, além de piloerecdo, taquipneia (aumento da frequéncia respiratoria) e
ptose palpebral. Apds o periodo de observagdo de 4 horas, o animal ainda apresentava sinais

de depressao do sistema nervoso central e, apds 24 horas, este animal veio a 6bito.
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No dia seguinte, apesar do protocolo da OECD preconizar a possibilidade de
confirmacdo da toxicidade da dose de 1000 mg Kg™', optou-se pela avaliacio de uma dose
menor. Assim, um camundongo recebeu a dose de 500 mg Kg'1 de EB2, por via i.p., e foi
observado por 4 horas. Durante a observacdo, o animal apresentou sinais sugestivos de
depressdao do sistema nervoso central e diminuicdo da atividade locomotora/exploratdria
comparativamente ao animal tratado apenas com veiculo, além de piloerecdo e taquipneia.
Ap6s 4 horas de observacdo, o animal ainda apresentava sinais sugestivos de depressdo do
sistema nervoso central sendo que, ao final de 24 horas, o animal apresentava o
comportamento normal para a espécie (Lapa et al., 2008).

Com esse resultado, mais dois animais foram tratados com 500 mg Kg' de EB2,
por via 1.p., e foram observadas as mesmas alteracdes comportamentais do primeiro animal
tratado com essa dose. Durante o periodo de 14 dias, ndo foram observadas alteracdes
comportamentais, sinais de toxicidade e alteracdo do peso corpéreo. Em cada um dos dias de
tratamento, um animal foi tratado com veiculo (controle negativo, 10 mL Kg™, i.p.) e esses
animais (n = 3 camundongos) apresentaram o comportamento padrdo para a espécie durante
todo o experimento (Lapa et al., 2008).

Em seguida, avaliou-se a toxicidade aguda de EB2 pela via oral (v.0.). O primeiro
camundongo recebeu a dose de 1000 mg Kg' e, durante a observacio inicial de 4 horas, o
animal apresentou diminuicdo do comportamento exploratério em compara¢do com o animal
tratado apenas com veiculo, além de piloerecdo, taquipneia e ptose palpebral. Apos 24 horas,
o animal apresentava o comportamento normal para a espécie (Lapa et al., 2008) e assim,
mais dois animais foram administrados com 1000 mg Kg' apresentando os mesmos sinais
observados para o primeiro animal. Durante o periodo de 14 dias, ndo foram observadas
alteracdes comportamentais, sinais de toxicidade e alteracdo do peso corpéreo. Em cada um
dos dias de experimento, um animal foi tratado com veiculo (controle negativo, 10 mL Kg‘l,
v.0.) e esses animais (n = 2 camundongos) apresentaram o comportamento padrdo para a

espécie durante todo o experimento (Lapa et al., 2008).

4.4.1.2. Fracao rica em alcaloides
Os testes de toxicidade aguda da fracdo rica em alcaloides foram iniciados através
da administragcdo pela via intraperitoneal. Assim, o primeiro camundongo recebeu a dose de

300 mg Kg' via i.p. e, apés 7 minutos da administracio de FA, o animal apresentou



119

sialorreia, convulsdo e morte por parada respiratéria. Um segundo animal recebeu a mesma
dose e veio a 6bito com as mesmas caracteristicas.

Com esses resultados, um terceiro animal foi entfo tratado com a metade da dose,
(150 mg Kg'l, i.p.). Durante as quatro horas iniciais de observagao, esse animal apresentou
piloerecdo nas primeiras 2 horas, seguido de sinais sugestivos de depressdo do sistema
nervoso central e diminui¢do do comportamento exploratério, em comparacdo com o animal
que foi tratado apenas com veiculo, além de ptose palpebral e taquipneia. Ao final das
primeiras 24 horas, o animal voltou a apresentar o comportamento normal para a espécie
(Lapa et al., 2008). Desta forma, mais trés animais receberam a dose de 150 mg Kg™' pela via
i.p. apresentando as mesmas alteracdes descritas para o primeiro animal da dose de 150 mg
Kg'1 de FA; apenas um animal apresentou um quadro de diarreia. Durante o periodo de 14
dias, ndo foram observadas quaisquer alteracdes comportamentais, sinais de toxicidade ou
alterac@o do peso corpéreo. Em cada um dos dias de experimento, um animal foi tratado com
veiculo (controle negativo, 10 mL Kg', ip.) e esses animais (n = 3 camundongos)
apresentaram o comportamento padrao para a espécie durante todo o experimento (Lapa et al.,
2008).

Finalmente, a toxicidade aguda da FA foi determinada pela via oral, com a dose
de 300 mg Kg'. Um animal foi tratado com 300 mg Kg™' e foi observado por 4 horas. Apés as
primeiras 2 horas, o animal comecou a apresentar as alteracdes como piloere¢do e sinais
sugestivos de depressdo do sistema nervoso central, comparativamente ao animal tratado
apenas com veiculo, sinais estes que persistiram até o final das 4 horas. Antes de completar
24h do tratamento, o animal apresentava tremor e diarreia hemorrdgica e apds 24h o animal
veio a 6bito. O camundongo tratado com veiculo apresentou o comportamento padrio para a
espécie durante todo o experimento (Lapa et al., 2008).

Com esses resultados e visando priorizar os estudos farmacoldgicos em fungdo da
quantidade disponivel da fracdo rica em alcaloides, optou-se por ndo prosseguir a avaliacio de
toxicidade aguda pela via oral de FA. Assim os testes farmacolégicos com esta fragdao

utilizaram, como dose maxima, 30 mg Kg’l, portanto 10x menor do que a dose toxica.
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4.42. RESULTADO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DO EXTRATO
BRUTO ETANOLICO (EB2) E DA FRACAO RICA EM ALCALOIDES (FA)
EM MODELOS DE TUMOR SOLIDO DE EHRLICH

4.4.2.1. Avaliacio de EB2 em de tumor sélido de Ehrlich no flanco de
camundongos

4.4.2.1.1. Atividade antitumoral

Com relagdo ao peso do tumor, avaliado no final do experimento, os tratamentos
com doxorrubicina (3 mg Kg' - via i.p.) e EB2 (150 mg Kg™' - via i.p.; 400 mg Kg' — v.0.)
diminuiram significativamente o crescimento tumoral em 38,51% (0,0415g + 0,009), 38,07%
(0,0418g £+ 0,01) e 57,62% (0,0286g + 0,011), respectivamente, em relagdo ao grupo tratado
com o veiculo (0,0675g +0,019).

Em concordancia com esses dados, o peso relativo das massas tumorais (razao do
peso da massa do tumor/peso animal) também foi inibido em 33,88% (0,00199 + 0,0003) para
o quimioterdpico doxorrubicina (p<0,05), 35,5% (0,00194 + 0,0004) para o grupo tratado com
150 mg Kg' EB2 por via i.p. (p<0,05) e 50,2% (0,00150 % 0,0004) para a dose de 400 mg
Kg' de EB2 por via oral (p<0,001) em relacdo ao grupo tratado com o veiculo (0,00301 +

0,0007) (Fig. 41). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos tratados.

Figura 41. Peso relativo do tumor sélido de Ehrlich no flanco ao final de dez dias de

tratamento.
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Peso relativo das massas tumorais calculadas através da razdo entre o peso do tumor e o peso corporal;
resultados expressos como média + erro padrdo (n = 6 animais/grupo). Controle negativo: veiculo (PBS pH 7+
tween 80 5%); Controle positivo: doxorrubicina; EB2: extrato bruto etandlico das partes aéreas de B. caudata
obtido apds a extracdo com o diclorometano. v.o.: via oral; i.p.: via intraperitoneal. * p<0,05, ** p<0,01 e ***
p<0,001, diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo controle negativo (One way ANOVA —

seguido pelo teste de Tukey).
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4.4.2.1.2. Evolucdo do peso corporal, parametros sanguineos e biometria dos
orgaos
Evolucgdo do peso corporal

Durante o experimento, os animais foram pesados, em dias alternados, e
observados quanto a possiveis sinais de toxicidade (Fig. 42). Os animais tratados com a dose
de 400 mg Kg' (i.p.) de EB2 apresentaram a partir do 5° dia de experimento uma perda de
peso corporal (Figura 42), chegando a 3,5 g/animal (16,6%) no 7° dia, associada, a partir do 6°
dia de tratamento, a sinais de toxicidade (piloerecdo e diarreia com um animal apresentando
prolapso retal). Em fun¢do desses sinais, os animais deste grupo (400 mg Kg‘l, 1.p.) ndo foram
tratados entre os 7° - 9° dia; essa interrup¢ao de tratamento foi acompanhada por um ganho de
peso corporal (em média 1,2 g/animal em trés dias) sugerindo a reversibilidade dos sinais de

toxicidade.

Figura 42. Evolucdo do peso corporal durante o experimento de tumor sélido de Ehrlich no

flanco em funcao dos tratamentos.
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Evolucdo do peso da massa corporal durante os 10 dias de tratamento; resultados expressos como média de cada
grupo experimental (n = 6 animais/grupo). Controle negativo: veiculo (PBS pH 7+ tween 80 5%); Controle
positivo: doxorrubicina; EB2: extrato bruto etandlico das partes aéreas de B. caudata obtido apds a extracdo com

o diclorometano. v.o0.: via oral; i.p.: via intraperitoneal.

Parametros sanguineos

Os valores de leucdcitos totais, eritrécitos e hemoglobina ndo apresentaram
diferencas significativas entre todos os grupos experimentais (veiculo, doxorrubicina e EB2,
nas doses de 150 mg Kg™', i.p., e 400 mg Kg™' v.0.) comparados entre si e em relacdo ao grupo

satélite (Fig. 43).
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No entanto, em relagdo as plaquetas, os animais do grupo controle negativo
(veiculo) e tratado com a dose de 150 mg Kg™' de EB2 apresentaram um pequeno aumento na
quantidade de plaquetas (p<0,05) enquanto os animais tratados com doxorrubicina

apresentaram aumento mais significativo (p<0,001) em relag@o ao grupo satélite.

Figura 43. Pardmetros sanguineos dos camundongos Balb/c fémeas ao final do experimento
de tumor s6lido de Ehrlich no flanco em fun¢do dos tratamentos € em comparacdo com o

grupo satélite.
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Hemograma do sangue total na presenca de EDTA: Leucdcitos totais (WBC), eritrécitos (RBC), hemoglobina
(Hbg) e plaquetas (Ptl). Grupos = controle negativo: veiculo (PBS pH 7+ tween 80 5%), controle positivo:
doxorrubicina (3 mg Kg' i.p.); grupos experimentais: EB2 (150 mg Kg' i.p. e 400 mg Kg' v.0.); i.p.: via
intraperitoneal, v.o.: via oral, EB2: extrato bruto etandlico obtido apés a extracdo com o diclorometano. *
p<0,05, * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo satélite
(One way ANOVA — seguido pelo teste de Tukey).

Biometria dos orgdos

No final do experimento, apds a eutandsia dos camundongos, os 6rgdos (figado,
rins e bago) foram retirados e avaliados macroscopicamente a fim de evidenciar possiveis
sinais de toxicidade; ndo foram observadas quaisquer alteracdes macroscOpicas em nenhum
dos orgdos avaliados. De maneira semelhante, o peso relativo dos rins ndo indicou variagdes
significativas entre os grupos tratados (veiculo, doxorrubicina e EB2) em relacdo ao grupo
satélite (Fig. 44).

Em relacdo ao figado, somente o tratamento com EB2 por via oral (400 mg Kg™)

promoveu um aumento no peso relativo estatisticamente significante em relacdo aos animais
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do grupo satélite (p<0,001) e do grupo EB2 i.p. (150 mg Kg', p<0,01) (Fig. 44). Por fim,
apenas o grupo tratado com veiculo apresentou um aumento significativo no peso relativo do

baco, quando comparado ao grupo satélite (P<0,01) (Fig. 44).
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Figura 44. Avaliacdo do peso relativo dos 6rgaos dos camundongos Balb/c fémeas ao final

do experimento de tumor sélido de Ehrlich no flanco em fun¢do dos tratamentos e em

compara¢do com o grupo satélite.
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Peso relativo dos 6rgdos = peso do 6rgdo dividido pelo peso do animal. (A) Peso relativo do figado. (B) Peso

relativo do rim. (C) Peso relativo do bago. Grupos = controle negativo: veiculo (PBS pH 7+ tween 80 5%),

controle positivo: doxorrubicina (3 mg Kg™' i.p.); grupos experimentais: EB2 (150 mg Kg™' i.p. e 400 mg Kg'

v.0.); i.p.: via intraperitoneal, v.o.: via oral, EB2: extrato bruto etandlico obtido apds a extragdo com o

diclorometano. * p<0,05, * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, diferenca estatisticamente significante em relacéo

ao grupo satélite (One way ANOVA — seguido pelo teste de Tukey).

4.4.2.2. Avaliacdo de FA no modelo de tumor sélido de Ehrlich na pata

4.4.2.2.1. Atividade antitumoral

Apds a obtengdo de resultados promissores do tratamento dos animais com o

extrato bruto etanodlico foi realizado estudo para avaliar a atividade antitumoral da fracao rica

em alcaloides.
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A variacdo do volume tumoral (%) dos grupos (controles negativo, positivos e
grupos experimentais) foi avaliada a cada 3 dias, até o final do tratamento no 15° dia. Todos
os grupos tratados apresentaram uma redugdo, estatisticamente significativa, na variagdo do

volume tumoral, em relagc@o ao controle negativo, a partir do 9° dia (p<0,001) (Fig. 45).

Figura 45. Variacdo do volume tumoral no modelo de tumor sélido de Ehrlich na pata em

funcdo dos tratamentos.
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A progressdo do tumor sélido de Ehrlich foi avaliada pelo calculo da variacdo do volume tumoral, expressa em
porcentagem. Grupos = controle negativo: veiculo (PBS pH 7+ tween 80 5%), controles positivos: doxorrubicina
(3 mg Kg' i.p.) e piroxicam (40 mg Kg™' v.0.); grupos experimentais: FA (3, 10 e 30 mg Kg' v.0.); i.p.: via
intraperitoneal; v.o.: via oral, FA: fracdo rica em alcaloides. * p<0,05, * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001,
diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo veiculo (Two way ANOVA — seguido pelo teste

Bonferroni).

Considerando-se a variacdo do volume tumoral medida no dltimo dia do
experimento, a doxorrubicina inibiu a progressdo tumoral em 45,67% (152,62 + 31,84)
enquanto o piroxicam inibiu o tumor em 34,13% (185,03 + 7,56), quando comparados com o
grupo tratado com o veiculo. Por sua vez, FA inibiu a progressdo tumoral de 30 a 40%, de
maneira independente da dose (ndo foram observadas diferencas estatisticamente relevantes
entre as trés doses de FA); assim a dose de 3 mg Kg'1 inibiu o tumor em 30,82% (194,34 +
24.,59), a dose de 10 mg Kg’1 inibiu o tumor em 40,71% (166,56 + 9,85) e por fim, a dose de
30 mg Kg'] inibiu o tumor em 36,41% (178,64 £21,91) em relacdo ao grupo veiculo (280,91 +
38,27).
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Além da variacdo do volume tumoral, foi avaliada a acdo da FA sobre a migracdo
e/ou ativacdo dos neutréfilos, através da determinagdo da atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO). Esta medida fornece um indicativo indireto da presenca dos
neutréfilos no microambiente tumoral, uma vez que esta enzima se encontra nos granuldcitos

presentes nos neutréfilos (Figura 46).

Figura 46. Dosagem de mieloperoxidase da pata de camundongos 15 dias apds a inoculagdo

de células tumorais de Ehrlich em funcao dos tratamentos.

-

1 Veiculo v.o.

S 1 5 " el Bl Doxorrubicina (3 mg Kg™') i.p.
.g . Bl Piroxicam (40 mg Kg'') v.o.
g Lo [ FA 3mgKg") veo.
en B FA (10 mg Kg']) v.0.
g. B ra 30 mg Kg'l) v.0.
g 0.5 @ Satélite

0.0

Atividade de MPO expressa como D.O. (densidade dptica) por miligrama de tecido da pata com (grupos veiculo,
controles positivos e FA) ou sem (grupo satélite) tumor s6lido de Ehrlich. Grupos = controle negativo: veiculo
(PBS pH 7+ tween 80 5%), controles positivos: doxorrubicina (3 mg Kg' i.p.) e piroxicam (40 mg Kg™' v.0.);
grupos experimentais: FA (3, 10 e 30 mg Kg™' v.0.), satélite: animais sem inéculo das células tumorais e sem
tratamento. i.p.: via intraperitoneal; v.o.: via oral, FA: fracdo rica em alcaloides. * p<0,05, ** p<0,01 e ***
p<0,001, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo veiculo (One way ANOVA — seguido pelo

teste de Tukey).

Nesse experimento o tumor de Erhlich promoveu uma grande migracdo e
infiltracdo de neutréfilos para o microambiente, uma vez que os animais do grupo veiculo
apresentaram cerca de 10x mais MPO do que o grupo satélite. Com relagdo aos controles
positivos, os animais tratados com doxorrubicina apresentaram uma reducdo de 16,03% na
dosagem de MPO em relacdo ao grupo veiculo, enquanto os animais tratados com piroxicam
ndo apresentaram reducdo estatisticamente significativa (Figura 46). Finalmente, as duas
maiores doses de FA (10 e 30 mg Kg) promoveram reducio na dosagem de MPO na pata
com tumor de Erhlich (19,35%, p<0,05, e 22,90%, p<0,01, respectivamente, figura 46)
caracterizando um perfil diferente daquele observado para a variagdo do tumor na pata, no

qual ndo foram observadas diferencas entre as trés doses avaliadas (Figura 45).
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4.4.2.2.2. Evolucao do peso corporal, parimetros sanguineos, andlise bioquimica

e biometria dos 6rgaos
Evolucgdo do peso corporal

Durante todo experimento, os animais tratados com piroxicam € 0s grupos
experimentais (3, 10 e 30 mg Kg'1 de FA) ndo tiveram perda de peso corporal, no entanto, o
grupo tratado com doxorrubicina apresentou a partir do 9° dia de tratamento, perda de massa

que atingiu 3,09% no 15° dia de tratamento (Figura 47).

Figura 47. Variacdo do peso corporal de camundongos durante 15 dias de experimento do

tumor sélido de Ehrlich na pata em funcao dos tratamentos.
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Controle negativo: veiculo (PBS pH 7+ tween 80 5%). Controles positivos: Doxorrubicina (3 mg Kg') e
Piroxicam (40 mg Kg™), grupos experimentais: 3,10 ¢ 30 mg Kg' de FA. i.p.: via intraperitoneal, v.o.: via oral,

FA: fracdo rica em alcaloides.

Parametros sanguineos

Os parametros sanguineos foram avaliados estatisticamente, sendo 0s grupos
veiculo (controle negativo, PBS pH 7+ tween 80 5%), os controles positivos (doxorrubicina e
piroxicam) e grupos experimentais (3, 10 e 30 mg Kg'l de FA) comparados aos animais do
grupo satélite (Fig. 48).

Em relacdo a contagem total de leucécitos (WBC), os animais tratados com
veiculo e aqueles tratados com doxorrubicina apresentaram leucopenia (p<0,001) em relagdo
aos animais do grupo satélite, enquanto os animais tratados com piroxicam e os tratados com

30 mg Kg"' de FA sem tumor (Fig. 48A) apresentaram uma pequena diminuicio em WBC em
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relacdo ao satélite (p<0,05). Para os eritrcitos (RBC), os tratamentos com doxorrubicina
(p<0,05) e piroxicam (p<0,001) promoveram uma pequena diminuicdo no nimero total de
eritrécitos enquanto os animais com tumor de Ehrlich tratados com FA na maior dose (30 mg
Kg'l) apresentaram um pequeno aumento em RBC (p<0,05) (Fig. 48B). Em relacdo a
hemoglobina, somente os grupos controle positivo tiveram uma diminui¢do (p<0,001) (Fig.
48C). Por fim, para as plaquetas, houve um aumento no nimero das plaquetas para os grupos
veiculo (p<0,05), doxorrubicina, piroxicam e experimentais (10 e 30 mg Kg'1 de FA)

(p<0,001) (Figura 48D).

Andlise bioquimica

Em relacdo a andlise bioquimica foi realizada a anélise estatistica entre os grupos:
controle negativo os controles positivos: doxorrubicina e piroxicam € grupos experimentais
(3,10 e 30 mg Kg' de FA) em relacio ao grupo satélite para os pardmetros:

gamaglutamiltransferase e da creatinina. Nao houve diferenca estatistica para nenhum grupo.
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Figura 48. Avaliacdo dos parimetros sanguineos de camundongos ao final do experimento de

tumor sélido de Ehrlich na pata em fun¢do dos tratamentos.
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Hemograma do sangue total: Leucdcitos totais (WBC), eritrécitos (RBC), hemoglobina (Hbg) e plaquetas (Ptl),

resultados expressos como média + erro padrido. Grupos: veiculo (controle negativo, PBS pH 7+ tween 80 5%),

controles positivos: Doxorrubicina (3 mg Kg') e Piroxicam (40 mg Kg™'), grupos experimentais: 3, 10 e 30 mg

Kg’1 de FA. i.p.: via intraperitoneal, v.o.: via oral, FA: frag@o rica em alcaloides. * p<0,05, ** p<0,01 e ***

p<0,001, diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo satélite (One way ANOVA — seguido pelo

teste de Tukey).
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Biometria dos orgdos

A biometria dos 6rgaos dos animais dos grupos veiculo (controle negativo, PBS
pH 7+ tween 80 5%), controles positivos (doxorrubicina 3 mg Kg™'e piroxicam 40 mg Kg') e
experimentais (3,10 e 30 mg Kg' de FA) foram avaliados estatisticamente em relacio ao
grupo satélite (Fig. 49).

Em relagdo ao figado, houve um aumento no peso relativo do 6rgdo para os
grupos veiculo, tratado com piroxicam e tratados com 30 mg Kg' de FA (p<0,001) e com 10
mg Kg' de FA (p<0,01) (Fig. 49A). Em relacio ao rim, houve um pequeno aumento no peso
relativo para os grupos veiculo, tratados com 10 e 30 mg Kg'1 de FA (p<0,001) e com
piroxicam (p<0,05) (Fig. 49B). Por fim, observou-se um aumento no peso relativo do baco

nos animais tratados com piroxicam, veiculo e FA (3, 10 e 30 mg Kg'l) (p<0,001) (Fig. 49C).
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Figura 49. Avaliacdo do peso relativo dos 6rgdos de camundongos ao final do experimento

de tumor sélido de Ehrlich na pata em fun¢do dos tratamentos.

A Figado
0.08 i
[ Satélite
Kk HEl Veiculo v.o.
o 0.06+ okl O . 1y
Z B Doxorrubicina (BmgKg ) ip.
E B Piroxicam (40 mg Kg']) v.0.
E 0.04 O Fa@ mg Kg'l) V.0.
g B rFA 10mgKg™) vo.
0.02 B rA 30mgKg™) vo.
B ra (30 mg K. '1) v.0. sem tumor
g Kg
0.00-
B Rins
0.015+ Kok
by * iy 3 Satélie
= ) El Veiculo v.o.
S 0.010- B Doxorrubicina (3 mg Kg'l) Lp.
'*?, Bl Pioxicam (40 mg Kg'l) v.0.
g [ ra (3mg Kg'l) v.0.
2 0.005- B FA (10mgKe™) vo.
A B FA 3G0mKg)vo.
M ra (30 mg Kg™') v.0. sem tumor
g kg
0.000
¢ Baco
0.025 )
[ Satélite
0.020- N Veiculo v.o.
S Bl Doxorrubicina (3 mg Kg’l) ip.
>
"5 0.015+ B Piroxicam (40 mg Kg") v.0.
g [ FaG mg Kg'l) V.0.
o 0.010+ A
4 B ra (10mgKg™) v.o.
A~ 0.005 - Il ra (30 mg Kg'l) v.0.
B ra (30 mg Kg'l) v.0. sem tumor

0.000-

Peso relativo dos 6rgios = peso do 6rgao dividido pelo peso do animal, resultados expressos como média + erro
padrdo. (A) Peso relativo do figado. (B) Peso relativo do rim. (C) Peso relativo do bago. Grupos: veiculo
(controle negativo, PBS pH 7+ tween 80 5%), controles positivos: Doxorrubicina (3 mg Kg’l) e Piroxicam (40
mg Kg™), grupos experimentais: 3, 10 e 30 mg Kg™' de FA. i.p.: via intraperitoneal, v.0.: via oral, FA: fracdo rica
em alcaloides. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo

satélite (One way ANOVA — seguido pelo teste de Tukey).
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4.4.3. RESULTADO DA ATIVIDADE DO EXTRATO BRUTO ETANOLICO
(EB2) E DA FRACAO RICA EM ALCALOIDES (FA) EM MODELOS DE
INFLAMACAO

4.4.3.1. Edema de pata induzido por carragenina

4.4.3.1.1. Extrato bruto etandlico

A variacdo do edema de pata induzido por carragenina (Figura 50) e a inibi¢ao do
edema (Tabela 18) para os grupos veiculo, dexametasona e experimentais tratados com EB2

foram expressos como média + erro padrdo.

Figura 50. Avaliacdo do extrato bruto etandlico (EB2) de Boehmeria caudata no modelo de

edema de pata induzido por carragenina.
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Edema de pata induzida por carragenina representado pela variacdo do edema (%), resultados expressos como
média + desvio padrdo. Grupos: veiculo (controle negativo, PBS pH 7+ tween 80 5%, v.o.), controle positivo:
Dexametasona (Dexa - 25 mg Kg™', v.0.), grupos experimentais: 75, 150 e 300 mg Kg"' de EB2, v.o.: via oral,
EB2 extrato bruto etandlico obtido apds a extracdo com o diclorometano. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001,
diferenca estatisticamente significante em relagdio ao grupo veiculo (Two way ANOVA — seguido pelo teste de

Bonferroni).
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Tabela 18. Avaliacdo da variacdo do edema e da taxa de inibi¢do (%) promovida por EB2 no modelo de edema de pata induzido por carragenina.

1h? 2h* 4h? 6h”
Grupo  Dose MV +DP % MV +DP % MYV +DP % MV £DP %
Veiculo 10 7,35 £3,29 - 11,69 £7,72 - 20,36 + 6,05 - 33,68 + 7,47 -
Dexa 25° 1,96 +3,04 73,33 1,96 £3,04  83,23*%* 3,60+£3,29 8231*** 5]15+6,13 84,70%**
75°¢ 0,00 0,00 100* 246+4,05  7895%F 0,79+£1,94 96,11*** 897 +8,63 73,36%**
EB2 150°¢ 0,93 £2,27 87,34 7,69 4,90 34,21 7,83 +5,09 61,54 *** 21,02+5,50 37,58%**
300° 2,22 £4,97 69,79 12,60 4,93 -71,78  23,30+£9,87 -14,44  41,09+£6,70  22,00%*

a) tempo ap6s a indugio do edema, b) dose expressa em mL Kg, ¢) dose expressa em mg Kg . Variacio do edema (%): resultados expressos como média + desvio padrio

(MV £ DP), MV: média da variacdo do edema, DP: desvio padrdo; taxa de inibicdo do edema (%): diferenca da variagdo do edema dos grupos tratados em relagio a variagdo

do edema do grupo veiculo dividido pela variagdo do edema do grupo veiculo multiplicado por cem. Grupos: veiculo (controle negativo, PBS pH 7+ tween 80 5%, v.o0.),

controle positivo: Dexametasona (Dexa - 25 mg Kg', v.0.), grupos experimentais: 75, 150 e 300 mg Kg' de EB2, v.o.: via oral, EB2 extrato bruto etanélico obtido apés a

extragdo com o diclorometano. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo veiculo (Two way ANOVA — seguido pelo

teste de Bonferroni).
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Observou-se neste experimento (Figura 50 e Tabela 18) que o efeito inibitério de
EB2 sobre o edema induzido por carragenina teve uma relacdo inversamente proporcional
entre a dose e o efeito, com a menor dose (75 mg Kg') de EB2 apresentando o maior efeito
inibitério, com inicio do efeito ja a partir da primeira hora de indug¢do do edema pela
carragenina (p<0,001). Para a dose de 150 mg Kg' de EB2, o efeito inibitério sé foi
significante ap6s 4 horas da indugio do edema. No entanto, a maior dose (300 mg Kg™) de
EB2, além de ndo apresentar efeito inibitério sobre o edema induzido por carragenina,
promoveu um pequeno aumento na variagdo do edema (p<0,05) em relag@o ao grupo veiculo,
ap6s 6 horas da indugdo da carragenina. Por sua vez, a dexametasona (controle positivo)
inibiu o desenvolvimento do edema, de maneira significativa em relacdo ao grupo veiculo,

apos 2 horas da induc@o do edema pela carragenina.

4.4.3.1.2. Fragdo rica em alcaloides

Dando sequéncia ao estudo da possivel atividade anti-inflamatodria, a fracao rica
em alcaloides foi avaliada em edema de pata induzido por carragenina em camundongos
(Figura 51, Tabela 19).

Pode-se observar que o efeito antiedematogénico da FA ndo foi dependente dose
administrada, pois os grupos tratados com as doses de 10 e 30 mg Kg'1 de FA apresentaram
perfil similar de variacdo do volume do edema ao longo do experimento (Figura 51). Ja os
animais tratados com dexametasona (25 mg Kg') apresentaram diminuicdo da variacio do

volume do edema a partir da quarta hora apds a indugdo por carragenina (Figura 51).
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Figura 51. Avaliacdo da fracdo rica em alcaloides no modelo de edema de pata induzido por

carragenina.
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Edema de pata induzida por carragenina representado pela variacdo do edema (%), resultados expressos como
média + erro padrdo. Grupos: veiculo (controle negativo, PBS pH 7+ tween 80 5%, v.0.), controle positivo:
Dexametasona (Dexa - 25 mg Kg™', v.0.), grupos experimentais: 3,10 e 30 mg Kg™' de FA, v.o.: via oral, FA:
fragdo rica em alcaloides. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, diferenca estatisticamente significante em relacio

ao grupo veiculo (Two way ANOVA — seguido pelo teste de Bonferroni).
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Tabela 19. Avaliacdo da variacdo do edema e da taxa de inibicdo (%) promovida por FA no modelo de edema de pata induzido por carragenina.

1 hora 2 horas 4 horas 6 horas
Grupo Dose MV +£DP % MV +DP % MV +DP % MV +£DP %
Veiculo 10" 25,39 +42 - 28,44 +5,6 - 25,30+2,2 - 33,66 +4,3 -

Dexa 25¢ 27,67£3,3 -897 245163 13,81 6,66+6,5%%* 73,67 395+6,5%% §8,26
3¢ 18,93 +2,1%% 2544 14,18 £5,5%%* 50,28 9,73 £4,3 *** 61,54 17,23 +54%*%+ 4881

FA 10¢ 14,14 £42%*% 4436 9,96 £4,5%**% 64,97 3,19+22*** 8739 581 +73 %k 8273
30 1599 44,6 *** 37,02 10,87 £3,6%*%* 61,77 4,777 £55%*%* 81,14 6,69 £ 6,1*** 80,72

a) tempo ap6s a indugdo do edema, b) dose expressa em mL Kg™', ¢) dose expressa em mg Kg™'. Variacio do edema (%): resultados expressos como média + desvio padrio
(MV £ DP), MV: média da variagido do edema, DP: desvio padrido; taxa de inibicdo do edema (%): diferenca da variacdo do edema dos grupos tratados em relagdo a variagio
do edema do grupo veiculo dividido pela variacdo do edema do grupo veiculo multiplicado por cem. Grupos: veiculo (controle negativo, PBS pH 7+ tween 80 5%, v.o.),
controle positivo: Dexametasona (Dexa - 25 mg Kg', v.0.), grupos experimentais: 3, 10 e 30 mg Kg"' de FA, v.o.: via oral, EB2: fracdo rica em alcaloides. * p<0,05, **

p<0,01 e *** p<0,001, diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo veiculo (Two way ANOVA — seguido pelo teste de Bonferroni).
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4.4.3.2. Edema de orelha induzido por éleo de créton
4.4.3.2.1. Administracdo do extrato bruto etandlico avaliado pelas vias topica,

intraperitoneal e oral

Neste experimento, a atividade do EB2 foi avaliada por trés vias de administracao
(v.o., i.p. e TO, Figuras 52 - 54). Os resultados foram expressos com a média + erro padrao
das diferencas dos pesos de porcdes iguais obtidas das orelhas (tratada e ndo tratada) dos
animais de cada grupo experimental. Como no teste de edema de pata induzido por
carragenina a dose mais eficiente do extrato bruto etandlico (EB2) foi a de 75 mg Kg‘l, essa
foi a dose escolhida para o teste de edema de orelha induzido por 6leo de créton.

Os tratamentos por via topica com EB2 (75 mg mL™) e com dexametasona (5 mg
mL'l) produziram redu¢do do edema [41,39% (6,3 mg = 1,7) e 88,55% (1,23 mg +1,07),
respectivamente] induzido por 6leo de croéton, aplicado sobre a orelha dos camundongos, em
relacdo com grupo veiculo (10,75 mg + 3,31) (Fig. 52).

De modo similar, o tratamento por via intraperitoneal com EB2 (75 mg Kg") e
com dexametasona (5 mg Kg’l) produziram reducdo do edema [57,48% (4,2 mg + 1,34) e
88,05% (1,18 mg + 1,13), respectivamente] induzido por dleo de créton, aplicado sobre a
orelha dos camundongos, em relacdo ao grupo veiculo (9,88 mg + 1,78) (Fig. 53).

Finalmente, o tratamento por via oral com EB2 (75 mg Kg™') e com dexametasona
(5 mg Kg'l) reduziu o edema [62,02% (4,31 mg +0,71) e 88,89% (1,26 mg + 1,04),
respectivamente] induzido por 6leo de créton, aplicado sobre a orelha dos camundongos, em

relac@o ao grupo veiculo (11,35 mg + 2,8) (Fig. 54).
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Figura 52. Efeito da aplicacdo tépica de EB2 da Boehmeria caudata no modelo de edema de

orelha induzida por 6leo de créton (Croton tiglium L.).
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Edema de orelha induzido por 6leo de créton = diferenca entre peso da orelha com inflamagao induzida e o peso
da orelha ndo inflamada; resultados expressos como média + erro padrio; Grupos: veiculo (controle negativo,
acetona 70%, TO), controle positivo: Dexametasona (Dexa - 5 mg mL™", TO), grupo experimental: 75 mg mL"
de EB2 TO: via tépica; * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, diferenca estatisticamente significante em relagcdo ao

grupo veiculo. (One way ANOVA — seguido pelo teste de Tukey).

Figura 53. Efeito da administracdo intraperitoneal do EB2 de Boehmeria caudata no modelo

de edema de orelha induzida por 6leo de créton (Croton tiglium L.).
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Edema de orelha induzido por 6leo de créton = diferenca entre peso da orelha com inflamagao induzida e o peso
da orelha ndo inflamada; resultados expressos como média + erro padrdo; Grupos: veiculo (controle negativo,
PBS pH 7+ tween 80 5%; i.p.), controle positivo: Dexametasona (Dexa - 5 mg Kg™', i.p.), grupo experimental:
75 mg Kg' de EB2, i.p.: via intraperitoneal; * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, diferenca estatisticamente

significante em relag@o ao grupo veiculo. (One way ANOVA — seguido pelo teste de Tukey).
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Figura 54. Efeito da administrac@o por via oral do EB2 de Boehmeria caudata no modelo de

edema de orelha induzida por 6leo de créton (Croton tiglium L.).
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Edema de orelha induzido por 6leo de créton = diferenca entre peso da orelha com inflamagao induzida e o peso
da orelha ndo inflamada; resultados expressos como média + erro padrio; Grupos: veiculo (controle negativo,
PBS pH 7+ tween 80 5%; v.0.), controle positivo: Dexametasona (Dexa - 25 mg Kg™', v.0.), grupo experimental:
75 mg Kg" de EB2, v.0.: via oral; * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, diferenga estatisticamente significante em
relagdo ao grupo veiculo. (One way ANOVA — seguido pelo teste de Tukey).

4.4.3.2.2. Fragdo rica em alcaloides

No experimento de edema de orelha induzido por 6leo de créton foi avaliada a
administracdo de FA em trés doses (3, 10 e 30 mg Kg') empregando-se duas vias de
administracio diferentes, as vias topica e oral. Os resultados, expressos como média + erro
padrdo, refletiram a variacao do edema de orelha (medido como diferenca de peso), a taxa de
inibicdo do edema (%) e dosagem de mieloperoxidase (expressa em D.O. por miligrama de
tecido).

Assim, os tratamentos por via oral com FA e com dexametasona (controle
positivo) reduziram o processo inflamatério produzido pelo 6leo no créton significativamente
(Fig. 55); enquanto a dexametasona reduziu o edema em 84,55% (1,48 + 0,61 mg), a FA
promoveu uma reducdo de 81,21% (1,8 £ 0,76; 3 mg Kg'l), 67,43% (3,12 £ 1,07 mg; 10 mg
Kg) e 70,56% (2,82 + 1,03 mg; 30 mg Kg™) em relacdo ao grupo veiculo (9,58 + 2,11 mg) e

sem diferenca significativa entre as doses.
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Figura 55. Avaliacdo do efeito da administrac@o por via oral de FA de Boehmeria caudata no

modelo de edema de orelha induzida por 6leo de créton (Croton tiglium L.).
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Edema de orelha induzido por 6leo de créton = diferenca entre peso da orelha com inflamagao induzida e o peso
da orelha ndo inflamada; resultados expressos como média + erro padrio; Grupos: veiculo (controle negativo,
PBS pH 7+ tween 80 5%; v.0.), controle positivo: Dexametasona (Dexa - 25 mg Kg™', v.0.), grupo experimental:
3, 10 e 30 mg Kg'l de FA; v.o.: via oral; * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, diferenca estatisticamente

significante em relag@o ao grupo veiculo. (One way ANOVA — seguido pelo teste de Tukey).

Além da avaliagdo do edema, realizou-se o doseamento da MPO no fragmento de
orelha coletado ao final do experimento. Assim, a dexametasona inibiu a ativacdo e/ou
migracdo dos neutréfilos em 75,41% (0,118 + 0,07 D.O.), promovendo um retorno a uma
atividade similar aquela observada em animais que ndo receberam O6leo de créton (grupo
satélite) (Fig. 56). J4 o tratamento com a FA promoveu a inibi¢do da ativacdo e/ou migragao
dos neutréfilos, de maneira independente da dose empregada, em 43,55% (0,272 £ 0,13 D.O.,
3mg Kg™), 41,87% (0,279 + 0,09 D.O., 10 mg Kg™") e 51,87% (0,231 + 0,05 D.O., 30 mg Kg°
1) em relacdo aos animais tratados com veiculo (0,480 + 0,16 D.O.) sem atingir niveis

estatisticamente semelhantes aqueles observado para os animais do grupo satélite (Fig. 56).
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Figura 56. Dosagem de mieloperoxidase no modelo de edema de orelha induzido por 6leo de

créton (Croton tiglium L.) em fungdo do tratamento com FA por via oral.
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Amostra de tecido avaliada: fragmento de orelha ap6s exposi¢do a 6leo de créton; atividade de mieloperoxidase
expressa como D.O (densidade Optica) por miligrama da orelha. Grupos: veiculo (PBS pH 7+ tween 80 5%,
controle negativo), dexa (dexametasona, 25 mg Kg™', controle positivo), FA (fra¢do rica em alcaloides, 3, 10, 30
mg Kg'!, experimentais), Satélite (animal sem indugdo de edema com 6leo de créton). v.o.: via oral. * p<0,05, **
p<0,01 e *** p<0,001, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo veiculo. a: p<0,001 e b:
p<0,01, c: p<0,05, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo satélite (One way ANOVA —
seguido pelo teste de Tukey).

A troca de via de administracdo de via oral para via topica nio interferiu na
atividade antiedematogénica de FA. Assim, a dexametasona reduziu o edema em 84,97%
(1,11 £ 0,58 mg, 5 mg mL‘l), enquanto FA promoveu uma inibicdo, independente da
concentracdo empregada, de 68,47% (1,76 £ 1,27 mg; 3 mg mL'l), 76,18% (1,76 + 0,84 mg;
10 mg mL") e 83,62% (1,21 + 0,86 mg; 30 mg mL") em relacdo ao grupo veiculo (9,58 mg +
2,11) (Fig. 57).
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Figura 57. Avaliacdo do efeito topico de FA de Boehmeria caudata no modelo de edema de

orelha induzida por 6leo de créton (Croton tiglium L.).
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Edema de orelha induzido por 6leo de créton = diferenca entre peso da orelha com inflamagdo induzida e o peso
da orelha ndo inflamada; resultados expressos como média + erro padrio; Grupos: veiculo (controle negativo,
PBS pH 7+ tween 80 5%; TO), controle positivo: Dexametasona (5 mg mL™, t.0.), grupo experimental: 3, 10 e
30 mg mL"! de FA, TO: via tépica; * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, diferenga estatisticamente significante
em relagdo ao grupo veiculo (One way ANOVA — seguido pelo teste de Tukey).

Neste experimento também foi avaliada a acdo da FA sobre a ativacdo de
neutréfilos e consequente migracao, através dos niveis da enzima mieloperoxidase (Fig. 58).

Com relacdo a dosagem de MPO, observou-se que a dexametasona inibiu a
ativacdo e/ou migragdo dos neutréfilos em 48,59% (0,128 + 0,05 D.O.) em comparacido ao
grupo veiculo sem diferenca significativa em relacdo a atividade observada para os animais do
grupo satélite. Por sua vez, FA também inibiu, sem diferenca significativa entre as
concentracoes avaliadas, em 37,34% (0,156 = 0,06 D.O.; 3 mg mL']), 53,81% (0,115 + 0,02,
D.O.; 10 mg mL™") e 51,80% (0,120 + 0,04 D.O.; 30 mg mL™) em relacdo ao grupo veiculo
(0,249 £ 0,06 D.O.). Apenas a menor concentracdo de FA (3 mg mL™) apresentou uma
atividade de MPO significativamente maior do que aquela observada para os animais do

grupo satélite (Fig. 58).
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Figura 58. Dosagem de mieloperoxidase no modelo de edema de orelha induzido por 6leo de

créton (Croton tiglium L.) em fungdo do tratamento com FA por via tépica.
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Amostra de tecido avaliada: fragmento de orelha ap6s exposi¢do a 6leo de créton; atividade de mieloperoxidase
expressa como D.O (densidade dptica) por miligrama da orelha. Grupos: veiculo (acetona 70%, controle
negativo), dexa (dexametasona, 5 mg mL", controle positivo), FA (fragdo rica em alcaloides, 3, 10, 30 mg mL’,
experimentais), Satélite (animal sem inducio de edema com 6leo de créton). TO: via tépica. * p<0,05, ** p<0,01
e *** p<0,001, diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo veiculo. a: p<0,001 e b: p<0,01, c:
p<0,05, diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo satélite (One way ANOVA — seguido pelo
teste de Tukey).

Assim, comparando as duas vias de administracdo no edema de orelha induzido
pelo 6leo de créton, observou-se que em ambos os testes a fracdo enriquecida de alcaloides
reduziu aproximadamente entre 70 e 80% o edema, sendo esses valores muito proximos
aqueles observados para a dexametasona; além disso, ndo foram observadas diferencas
significativas entre as doses/concentracdes empregadas de FA. Em relac@o a andlise do MPO,
em ambas vias de administracdo, a inibicdo da ativacdo e/ou inibicdo da migracdo de
neutrofilos promovida por FA foi de aproximadamente 40 e 50%, ndo havendo diferencas

significativas entre as doses/concentracdes testadas.
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5. DISCUSSAO

Um dos maiores traumas para o ser humano é o diagndstico de cancer, isso porque
esta doenca tornou-se um estigma de mortalidade e dor (Almeida et al., 2005b). Além disso, o
cancer € a segunda maior causa de morte no mundo (Carvalho et al., 2015) sendo que, a cada
oito pessoas mortas, uma é devido ao cancer (Khazir et al., 2014). Deste modo, estas
estatisticas tém instruido os cientistas de multiplas dreas a trabalharem juntos na busca de
drogas antitumorais mais efetivas (Chabner e Roberts Jr, 2005) e com o minimo de efeitos
colaterais (Khazir et al., 2014).

Assim, uma fonte alternativa para o tratamento do cancer sdao os produtos
originarios da natureza, que podem ser mais efetivos e/ou resultarem em modelos para novos
alvos (Zhou et al., 2014). Dentro dos produtos naturais, as plantas t€m uma longa histéria no
tratamento do cancer (Khazir et al., 2014), tanto que, na década de 60, o Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos iniciou um programa de triagem em larga escala para a descoberta
de agentes antitumorais derivados de plantas (Nobili et al, 2009). Dentre os agentes tumorais
descobertos na triagem com elevado potencial, pode-se citar aqueles derivados de alcaloides,
como por exemplo, alcaloides da vinca, taxol, camptotecinas e colchicina (Khazir et al., 2014)
que ilustram o potencial dos alcaloides como agentes antitumorais (Qiu et al., 2014).

Durante uma triagem de compostos isolados a partir de espécies vegetais
coletadas na APA da Mantiqueira, do projeto BIOPROSPECTA - FAPESP (04/15410-0) sob
responsabilidade do Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho, os extratos das folhas de Boehmeria
caudata apresentaram resultados promissores nos testes de atividade antiproliferativa,
inibindo totalmente a proliferacdo in vitro de células tumorais e ndo tumorais em
concentragdes muito baixas. Além disso, o extrato bruto etandlico, quando analisado em CCD
revelada com dragendorff, apresentou resultado positivo para a presencga de alcaloides (Pais,
2011). Esses resultados iniciais estimularam a continuidade dos estudos como objetivo de
identificar as substincias ativas e compreender melhor sua atividade farmacoldgica.

Assim, dando inicio aos estudos sobre a atividade anticincer dos extratos e
fracdes obtidos da B. caudata desenvolvidos neste projeto, avaliou-se a influéncia do método
de extracdo com o objetivo de selecionar o que combinasse rendimento com a atividade
farmacoldgica. Os resultados (Tabelas 5, 9, 10 e 11) obtidos da extracdo sucessiva com
diclorometano, etanol e 4gua, variando-se o método de extracdo, demonstraram que, apesar da

extracdo por maceragdo dinamica ter apresentado maior rendimento, o extrato bruto etandlico
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produzido em sistema soxhlet apresentou maior poténcia sobre a inibicdo do crescimento das
células tumorais.

Como o espécime de B. caudata cultivado no campo experimental do CPQBA
apresentava escassas folhas por galho e flores quase o ano todo, decidiu-se avaliar se haveria
diferencas entre os extratos preparados com as diversas partes da planta folhas (flores mais
galhos) e a mistura destes empregando-se extragdo sucessiva com diclorometano, etanol e
dgua nas duas técnicas de extracdo, quanto a atividade antiproliferativa in vitro. A
comparacgdo dos resultados obtidos (Tabelas 9, 10 e 11) demonstrou que ndo houve diferencas
expressivas de atividade entre os extratos das diversas partes da planta e, portanto, a mistura
(galhos, folhas e flores) de Boehmeria caudata foi selecionada para a sequéncia do trabalho.

Avaliando-se somente a mistura das partes aéreas de B. caudata obtida pelo
método de soxhlet, observou-se que os valores de TGI do EBEs (Tabela 10) foram bem
menores (menor que 0,25 pg mL™) do que os obtidos pelo EBDs (Tabela 9) e EBAs (Tabela
11). Essa maior atividade do EBEs poderia ser explicada em parte pela presenca de alcaloides,
que foram identificados nesse extrato pela triagem fitoquimica (Fig. 11).

Finalmente, como o extrato etandlico de B. caudata obtido apds a extragdo com 0
diclorometano (EB2) foi o mais potente dentre os extratos brutos obtidos, decidiu-se verificar
se o extrato bruto etandlico total (EB1), obtido diretamente das partes aéreas, apresentaria
diferengas fitoquimicas ou antiproliferativas significativas em relagdo ao EB2. Os resultados
obtidos (Figuras 13, 23 e Tabelas 12) demonstraram que nao houve diferencas significativas
entre eles, podendo trabalhar com ambos extratos.

Na literatura, ha somente relato de atividade citotdxica do extrato etandlico do
caule com casca da Boehmeria caudata para o carcinoma epiderméide humano de nasofaringe
(KB); onde também foi isolado o alcaloide criptopleurina, que foi citotoxico em células KB
(Hoffmann et al., 1977). Além disso, esses autores também destacaram a presenca de
alcaloides no género Boehmeria sp. como uma caracteristica do género. Isso também pode ser
ilustrado pelo estudo do extrato etandlico da planta inteira de B. siamenis Craib do qual foram
isolados dois novos alcaloides do grupo fenantroquinolizidinicos, denominados de
boehmeriasina A e B. Ambos alcaloides apresentaram atividade antiproliferativa sendo que
boehmeriasina A foi citotoxica contra 12 linhagens de células humanas incluindo cancer de
pulmado, célon, mama, préstata, rim e leucemia, enquanto que a boehmeriasina B apresentou
baixa atividade (Luo et al., 2003).

Com base nesses dados da literatura e nos resultados positivos para presenca de

alcaloides, o EB2 foi submetido a extracdo dcido-base para obtencdo da fracdo rica em
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alcaloides. Através de andlise por espectrometria de massas de alta resolugdo foi possivel
identificar cinco alcaloides da familia dos fenantroquinolizidinicos, um quinolizidinico (3- (4-
hidroxifenil)-4-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-3, 4-dehidroquinolizidina) e uma acetofenona (3,4-
Dimetoxi-o- (2 -piperidil) acetofenona) (Tabela 8 e Fig. 15). Com exce¢do do alcaloide
criptopleurina, os outros seis alcaloides sdo descritos pela primeira vez para Boehmeria
caudata.

Em relacdo ao alcaloide quinolizidinico, isolado de Boehmeria siamensis (Luo et
al., 2001), e o alcaloide acetofenona, isolado de Boehmeria platyphylla (Hart et al. 1968),
ambos ndo apresentam relato de atividade bioldgica até o momento.

Os alcaloides da familia fenantroquinolizidinicos s@o um pequeno grupo de
alcaloides existentes na familia das Lauraceae, Vitaceae e Urticaceae (Cui e Wang, 2009;
Wang et al., 2012a). A seguir sdo descritos os alcaloides deste grupo e de qual espécie ocorreu
o primeiro isolamento: (-)-criptopleurina, isolado da casca de Cryptocarya pleurosperma
(Lande, 1947); criptopleuridina, isolado da folha de Cryptocarya pleurosperma (Johns et al.,
1969); (-)-julandina, isolado Boehmeria patyphylla (Hart, 1968); boehmeriasina A,
boehmeriasina B, isolados de Boehmeria siamensis (Luo et al.,, 2003) e por fim (-)-15R-
hidréxicriptopleurina, isolado de raiz de Boehmeria pannosa (Cai et al., 2006 ). Em relacdo as
suas propriedades farmacoldgicas, ja foram descritas para esses alcaloides as atividades
antimicrobiana (Al-Shamma, 1982), antiviral (Krmpotic et al., 1972; Yang et al., 2010), anti-
inflamatoria (Jin et al., 2012) e antitumoral (Jin et al., 2012; Wang et al., 2012a, Pereira et al.,
2015). Até o momento, a maioria dos estudos tem focado na atividade antitumoral visando a
utilizacdo medicinal dos mesmos (Wang et al., 2012b).

Corroborando com esses dados de literatura, nos testes de atividade
antiproliferativa in vitro a fragdo rica em alcaloides apresentou valores de TGI menores que
0,25 pg mL! para quase todas as linhagens avaliadas (Tabelas 13 e 14). Em particular, a
boehmeriasina A j4 foi descrita como mais potente (Glsy na faixa de 0,2-5 ng mL™ para todas
as linhagens celulares avaliadas) do que o Taxol (agente antitumoral derivado da planta,
Taxus brevifolia), que apresentou Glso de 20 a 100 ng mL™". Vale ressaltar aqui que a
linhagem NCI-H460 foi uma das linhagens mais sensiveis para boehmeriasina A (Luo et al.,
2003).

Por conta dessa atividade antiproliferativa promissora, existem diversos estudos
descrevendo rotas de sintese para os alcaloides fenantroquinolizidinicos e seus andlogos,
associados a avaliacdo de citotoxicidade em linhagens de células tumorais (Yang et al., 2011;

Yang et al., 2012; Wang, et al., 2012b). Apesar do grande potencial antiproliferativo dos
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alcaloides fenantroquinolizidinicos, os seus especificos alvos bioldgicos assim como seu
mecanismo de a¢cdo ainda nao foram claramente estabelecidos (Jin et al., 2012; Pereira et al.,
2015).

Assim, a partir do modelo desenvolvido pelo NCI, o painel NCI60, e com o
acimulo de dados a respeito das mais diversas substancias, os pesquisadores do NCI
comegaram a observar que substancias com perfil de atividade antiproliferativa semelhante na
maioria das vezes compartilhavam o mesmo mecanismo de a¢cdo (Zaharevitz et al., 2002).

Desta forma, quando se comparou o perfil de atividade antiproliferativa obtido da
FA com os obtidos em nosso grupo de pesquisa para vincristina, paclitaxel e colchicina
(Figura 59), observou-se uma grande semelhanga entre esses perfis, o que parecia sugerir uma
acao dos alcaloides de B. caudata sobre o fuso mitético. A fim de verificar essa hipotese, o
primeiro mecanismo de acdo avaliado para FA foi a acdo sobre o ciclo celular, sendo a
linhagem tumoral de adenocarcinoma de pulmaio, tipo ndo pequenas células (NCI-H460)

escolhida por ter tido o menor valor de TGI (0,17 pg mL™").

Figura 59. Perfil de atividade antiproliferativa de vincristina, paclitaxel e colchicina

(inibidores mitdticos) e da fragc@o rica em alcaloides obtida das partes aéreas de B. caudata.
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Vale ressaltar que o cancer de pulmao € a neoplasia maligna de maior incidéncia
no mundo (1,8 milhdo) (Estimativa 2016 — INCA 2016); sendo que tanto para os homens
quanto para as mulheres, o cancer de pulmao é o cancer que mais leva a 6bito nos Estados
Unidos (Siegel et al., 2016). Em relagdo ao Brasil, com excecdo do cancer de pele ndo
melanoma, o cancer de pulmdo € a segunda neoplasia mais incidente no sexo masculino e a
quarta no sexo feminino, sendo que essa elevada incidéncia para o desenvolvimento do cancer
de pulmio estd principalmente relacionada ao tabagismo (Estimativa 2016 — INCA 2016).
Além disso, os tratamentos existentes, tais como cirurgia, radioterapia e até mesmo a
quimioterapia, nio t€m sido eficientes para o tratamento do cincer de pulmdo, o que torna
fundamental a busca de novos medicamentos (Yang, et al., 2015; Choi et al., 2015). Por fim,
o adenocarcinoma de pulmao, tipo ndo pequenas cé€lulas é o tipo celular mais comum nesta
neoplasia e € frequentemente encontrado em estdgios avangados de cancer de pulmao (Yang
et al., 2003b).

Para a andlise da agdo de FA sobre o ciclo celular foi utilizado o citobmetro de
fluxo, que tém como principio bdsico aspirar cé€lulas ou particulas microscOpicas suspensas
em meio liquido e for¢é-las a passar por uma cimara de fluxo, uma célula atrds da outra, de
modo que uma Udnica particula seja interceptada pelo laser de cada vez. Uma vez interceptada
pelo laser, dois tipos de informacdes sdo fornecidos sobre a particula. Primeiro, sdo fornecidas
caracteristicas morfoldgicas e estruturais da mesma e em segundo, sdo adquiridas informagdes
sobre aspectos bioquimicos, biofisicos e moleculares das células que foram previamente
coradas por fluorocromos e, apds excitadas pelo laser, emitem luz de acordo com as
caracteristicas fluorescentes do marcador empregado (Bertho, 2015).

Desta forma, compostos que apresentam autofluorescéncia poderiam também ser
excitados pelo laser levando a resultados falso-positivo ou falso-negativo. Assim, uma andlise
preliminar de FA foi realizada para avaliar sua autofluorescéncia (dados apresentados em
apéndice). A amostra ndo apresentou autofluorescéncia nas condicdes empregadas
(concentragdo, laser de excitagdo e filtro de emissdo) no estudo do mecanismo de acio,
possibilitando a sequéncia dos estudos, que evidenciaram que o tratamento das células NCI-
H460 com a fracdo rica em alcaloides resultou em parada do ciclo em fase G2/M,
corroborando a hipétese de que os alcaloides presentes em Boehmeria caudata poderiam atuar
como inibidores mitdticos.

H4a poucos estudos na literatura sobre a agdo dos alcaloides
fenantroquinolizidinicos no ciclo celular. Dentre eles, hda um artigo descrevendo a acdo do

alcaloide criptopleurina em mitose de raiz de cebola; nesse estudo foi observada acdo c-
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mitética desse alcaloide sendo inclusive sugerido que o alcaloide criptopleurina poderia ser
um substituto da colchicina em anélises citolégicas (Barnard, 1949).

A colchicina, isolada da Colchicum autumnale, foi o primeiro agente anti-mitético
identificado. Ao ligar-se na interface entre os dois mondmeros o e  da tubulina livre no
citosol, a colchicina impede a formacdo do microtibulo (efeito desestabilizador de
microtibulo). Clinicamente, este alcaloide € utilizado para o tratamento da gota e na febre
familiar do mediterraneo; no entanto, devido a sua toxicidade (neutropenia, desconforto
gastrointestinal, dano na medula dssea e anemia) esta substincia ainda ndo foi incluida na
terapia do cancer (Stanton et al., 2011; Lu et al., 2012). No entanto, derivados semissintéticos
tém sido avaliados visando contornar os efeitos toxicos da colchicina (Branddo, 2010).

Os autores Banwell et al. (2005) compararam a férmula estrutural da
combretastatina A, um estilbeno que tem acao sobre as tubulinas, com o alcaloide julandina,
pois estes autores relatam que os compostos apresentam algumas semelhancas estruturais
como destacado na Figura 60. Reforcando a hipétese de que estes alcaloides

fenantroquinolizidinicos possam ter acdo sobre a tubulina.

Figura 60. Formula estrutural do alcaloide fenantroquinolizidinico julandina e da

combretastatina A.
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Fonte: Banwell et al., 2005

A combretastatina atua como inibidor da polimerizacdo da tubulina, ligando-se no
mesmo sitio de ligagdo da colchicina (Mahal et al., 2015). Esse compartilhamento de sitio de
ligacdo pode ser explicado pelas semelhangas estruturais encontradas entre a combretastatina
e a colchicina; ambas possuem um anel trimetoxifenila (destacado em vermelho) e um anel
(anel tropoldnico na colchicina e benzénico na combretastatina) com substituintes oxigenados

vicinais (destacado em azul) (Fig. 61) (Fraga, 2015).
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Figura 61. Semelhanca estrutural entre as subunidades da colchicina (4), combretastatina (6)

e combretastatina A (4).

combretastatina (6)

combretastatina A-4 (7)

Fonte: Fraga, 2015

Por analogia, € possivel evidenciar certa semelhanca estrutural entre a colchicina e
os alcaloides fenantroquinolizidinicos 1 a § (Figura 15) identificados na fracdo rica em
alcaloides de B. caudata. Essa semelhanca estrutural também poderia explicar a maior
similaridade observada no teste da atividade antiproliferativa entre o perfil obtido para
colchicina e aquele de FA, em células tumorais e ndo tumorais humanas, em relacdo aos perfis
de paclitaxel e vincristina (Fig. 59). Portanto, frente a esta possibilidade da FA interagir com
as tubulinas, foi avaliado se os alcaloides fenantroquinilizidinicos (criptopleurina,
hidréxicriptopleurina, boehmeriasina A, boehmeriasina B) interagem com o sitio ativo da
colchicina nas unidades da tubulina, através do teste de docagem (docking) molecular in
silico.

A abordagem de docagem molecular pode ser usada para modelar a interacao
entre uma molécula pequena (ligante) e uma proteina em nivel atdmico, o que permite
caracterizar o comportamento de moléculas pequenas no sitio de ligagdo de proteinas-alvo,
bem como para elucidar seus processos bioquimicos fundamentais. Do ponto de vista
metodoldgico, trés grandes categorias de métodos de docagem podem ser estabelecidas:
docagem com ligantes e receptores rigidos, docagem com ligantes flexiveis e receptores
rigidos e docagem com ligantes e receptores flexiveis. O terceiro caso geralmente corresponde
ao melhor modelo para se representar o que ocorre em meio bioldgico ja que o ligante e a
macromolécula sdo tratados como entidades flexiveis, capazes de alterar suas conformagdes
para um encaixe perfeito, formando assim o complexo ligante-macromolécula de menor
energia. A grande desvantagem da docagem flexivel diz respeito ao alto custo computacional,
que se reflete num maior tempo necessario para cada analise quando comparado a docagem

rigida, na qual o espago de busca conformacional ¢ muito mais limitado (Meng et al., 2011).
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Neste sentido, foram empregados nas simula¢des de docagem da colchicina e
demais compostos, com métodos que trabalham com ligantes flexiveis e receptor rigido,
através do programa GOLD. Esta abordagem apresenta uma boa relagdo entre precisao e
custo computacional. Os programas de docagem utilizam os chamados algoritmos de
amostragem para testar apenas as conformagdes mais importantes de um ligante no sitio ativo
do alvo molecular em lugar de analisar todas as conformacgdes possiveis, 0 que seria muito
demorado e demandaria um enorme custo computacional (Meng et al., 2011).

No caso do GOLD estes algoritmos de amostragem sao baseados nos chamados
algoritmos genéticos, os quais se baseiam na teoria da evolucdo de Darwin. Neste sistema, 0s
diferentes graus de liberdade do ligante sdo codificados como numeros binarios chamados
“genes”. Estes genes sdo agrupados para formar um “cromossomo” que representa uma pose
de um dado ligante no sitio ativo da proteina. Mutagdes e crossover entre cromossomos sao
realizadas para gerar novos genes e uma funcdo de escore estabelece quais seriam os
Ccromossomos mais aptos a sobreviver enquanto os demais seriam descartados. Em outras
palavras esta funcdo de escore determina quais as conformacdes do ligante seriam mais
provaveis dentro do sitio ativo da proteina (Rodrigues et al., 2015).

A andlise de escore de docagem da colchicina e dos alcaloides avaliados (Tabela
17) demonstrou que a colchicina teria o maior potencial de interacio com o subsitio da
tubulina, seguida da R-boehmeriasina A, (15R)-hidréxicriptopleurina, R-boehmeriasina B e R-
criptopleurina. Contudo, deve-se ressaltar que estes valores servem apenas para fornecer um
panorama geral das interacdes realizadas entre os compostos e os residuos de aminodcido da
tubulina, ndo devendo ser utilizados para prever, de modo quantitativo, o perfil de interacao
que seria esperado se estas substdncias fossem ensaiadas experimentalmente. Uma andlise
extensiva de dez dentre os principais programas utilizados em docagem molecular
demonstrou que estes sdo de fato eficientes em predizer a conformacdo do ligante e sua
posicao/orientagdo no sitio ativo das proteinas (ou seja, possuem algoritmos de amostragem
precisos), mas geralmente falham na tentativa de ranquear os compostos mais ativos (Warren
et al., 2006). Isso ocorre porque as chamadas fungdes de escore, nas quais estes programas se
baseiam para predizer a afinidade de ligacdo, sdo planejadas para funcionarem em um vasto
conjunto de alvos moleculares e podem ndo ser tdo precisas para um determinado alvo em
especifico (Kroemer, 2007).

A sobreposicdo da pose cristalogréfica da colchicina com as poses de docagem
dos demais compostos sugere que R-boehmeriasina A, R-boehmeriasina B e R-criptopleurina

adotam uma orientacdo muito semelhante a colchicina, havendo uma quase perfeita
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sobreposicdo entre os anéis aromadticos destes compostos com o sistema de anéis da
colchicina. Apenas a (15R)-hidréxicriptopleurina apresenta uma pose de docagem divergente,
orientando-se quase que perpendicularmente aos demais compostos (Fig. 35). Inspecao visual
das interacdes realizadas pela colchicina evidencia apenas uma Unica interacdo por ligacdo de
hidrogénio (oxigénio da carbonila com Vall81), sendo as demais interagdes de natureza
hidrofébica ou aromdtica e, portanto, comparativamente mais fracas (Fig. 36). Tal padrao de
interacdo parece ser relevante para uma boa afinidade com o sitio de ligacdo, uma vez que,
uma ligacdo de hidrogénio adjacente a grupos hidrofébicos apresenta um efeito sinérgico
sobre a interacdo e desta forma, a ligacdo de hidrogénio ird manter a cadeia lateral hidrofébica
mais firmemente aderida ao bolsdo hidrofébico e a cadeia hidrofébica também aumentara a
forca da ligacdo de hidrogénio ao estabilizar sua geometria (Muley et al., 2010).

Padrdes similares de interacOes semelhantes sdo preditos nas simulagdes de
docagem para a R-boehmeriasina A (Fig. 37), R-boehmeriasina B (Fig. 38) e R-criptopleurina
(Fig. 39), onde o niimero de interacdes hidrofébicas ou aromdticas comparativamente maior
do que o observado para a prépria colchicina. Contudo, nestes casos as ligacdes de hidrogénio
preditas seriam indiretas, ou seja, o grupo do ligante envolvido na ligagdo de hidrogénio
utiliza uma molécula de 4gua como ponte para interagir com o residuo de aminoécido. Neste
caso, a ligacdo seria mais labil e, portanto, menor seria o efeito sinérgico observado entre
estas ligacdes de hidrogénio e as demais ligacdes hidrofébicas ou aromaticas realizadas.

Ja para a (15R)-hidroxicriptopleurina, a simples insercao de uma hidroxila no anel
quinolizidinico em comparacdo a R-criptopleurina promoveria, segundo as simulacdes de
docagem, uma orientacdo diferente dos demais compostos de modo a permitir a interacao
desta hidroxila com o residuo Thr;79 através de uma ligacdo de hidrogénio (Fig. 40). Além
disso, prevé-se a formacdo de uma ligacdo de hidrogénio entre o oxigénio de um dos grupos
metoxi do anel dimetdxibenzeno e o nitrogénio da Thrsss, além da manutencao de uma ligagdo
de hidrogénio indireta entre o nitrogénio da quinolizidina com o residuo Lys;s4. Neste sentido,
apesar da reducdo do nimero de ligacdes hidrofébicas/arométicas quando comparado aos trés
outros compostos docados, a (15R)-hidroxicriptopleurina apresentaria um bom perfil de
interacao junto ao sitio colchicina da tubulina.

Assim, outros estudos com o objetivo de comprovar a ligacdo dos alcaloides
identificados em FA nas unidades de tubulina no sitio ativo da colchicina serdo importantes
para comprovacao do mecanismo de acdo de FA.

Dos alcaloides identificados na FA, pesquisas foram realizadas sobre o efeito da

boehmeriasina A sobre o ciclo celular de células da linhagem MDA-MB-231 (tumor de



153

mama, linhagem representativa de tumores triplo negativo). Quando as células foram tratadas
por 24 h com boehmeriasina A (0.007 pug mL™), observou-se uma parada do ciclo celular em
fase G1 e a diminuic¢do da regulacdo (down-regulation) de expressdo génica para as ciclinas
D1 e E2, que sdo fatores chaves na regulacdo da progressdo da fase G1. Nessas mesmas
condi¢des experimentais, foram observadas poucas células em apoptose e a maioria
apresentava caracteristicas de diferenciacdo celular, tais como, acimulo de lipidios e aumento
da expressdo da proteina relacionada com a diferencia¢do de adipdcitos humanos (Yan et al.,
2006). Além disso, em um estudo subsequente analisando a expressdo génica de 328 genes
relacionados com diferenciacdo celular e com a morte celular na MDA-MB-231, observou-se
que a boehmeriasina A diminui a expressdao de genes envolvidos na apoptose associado a
aumento da expressdo de alguns genes relacionados a diferenciacdo celular; desta forma,
provavelmente, este alcaloide inibe a proliferacdo das células de cincer de mama através da
inducdo da diferenciacdo, podendo ser uma possivel candidata para o tratamento do cancer de
mama (Wei et al., 2009).

Vale ressaltar que Yan e colaboradores (2006) avaliaram o efeito da
boehmeriasina A apds 24 horas de tratamento, sendo que o tempo de duplicacdo da linhagem
MDA-MB-231 é de 41,9 horas (CellMiner™, 2016); ou seja, apds 24 horas as células ainda
ndo haviam completado um ciclo celular. Além disso, as diferencas observadas entre o
presente trabalho e o resultado obtido por Yan e colaboradores (2006) podem ser resultantes,
em parte, da presenca dos outros 4 alcaloides fenantraquinolizidinicos em combinacdo com a
boehmeriasina A na fracdo rica em alcaloides, obtida das partes aéreas de B. caudata.

Esses resultados diferentes em relagc@o a acao sobre o ciclo celular (parada em fase
G2/M, no presente trabalho, e em fase G1, no do trabalho de Yan e colaboradores, 2006) pode
também, em parte, estarem relacionados com diferengas genéticas que ha entre as duas
linhagens estudadas, NCI-H460 e MDA-MB-231, como por exemplo: a linhagem NCI-H460
apresenta a p53 funcionalmente ativa (selvagem — wild-type), enquanto que a linhagem de
mama MDA-MB-231 ndo apresenta (CellMiner, 2016).

A proteina p53 conhecida como “guardia do genoma”, tem a fun¢do de monitorar
a integridade do genoma impedindo a proliferacdio de células com o DNA mutado.
Resumidamente, quando ocorre lesio no DNA por agentes mutagénicos, o gene da p53 é
ativado e a transcricdo da proteina p53 € iniciada; esta proteina pode entdo ativar diversas vias
relacionadas ao ciclo celular. Uma delas € a ativacdo da sintese de proteina p21, que inibe a
acdo de quinases dependentes de ciclina (ciclinas D-Cdk4, D-Cdk6 e E-Cdk2) fazendo com

que as células parem no inicio da fase G1 do ciclo celular (Cavalcanti Junior et al., 2002;
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Alberts et al., 2010). Por outro lado, a ativagdo de p53 pode resultar em inibi¢do do complexo
de Cdc2/ciclina B e/ou inibi¢do da topoisomerase Il resultando em parada do ciclo celular em
fase G2 (Taylor e Stark, 2001). Desta forma, estudos futuros poderao avaliar a expressao da
proteina p53 na linhagem NCI-H460 tratada com FA, nas mesmas condi¢des empregadas
neste trabalho, visando uma melhor compreensdo do mecanismo de parada do ciclo celular
em fase G2/M.

Complementando, a boehmeriasina A ji foi avaliada quanto a sua acdo sobre
topoisomerases (Christodoulou et al., 2015). Topoisomerases sdo enzimas nucleares que
reduzem o estresse na hélice do DNA, permitindo que regides selecionadas do DNA se
tornem suficientemente desenroladas e relaxadas para permitir a replicacdo, recombinagao,
transcri¢cdo e reparo do DNA (Nobili et al., 2009).

Assim, Christodoulou e colaboradores (2015) avaliaram os dois enantidmeros da
boehmeriasina A ((R) — boehmeriasina A, (S) - boehmeriasina A), bem como a sua mistura
racémica, sobre as topoisomerase I e II (TOPOI e TOPOII, respectivamente) in vitro e in
silico. Em relacdo a andlise de relaxamento da dupla hélice de DNA plasmidico, ambos
enantidmeros da boehmeriasina A inibiram o relaxamento do DNA mediado pelas duas
enzimas, sendo que a inibi¢ao foi mais potente para TOPO I do que para TOPO II; ja sobre o
complexo de clivagem DNA-topoisomerase, ambos os enantidmeros ndo apresentaram
inibicdo. E por fim, a andlise computacional (docagem molecular) das possiveis ligacdes entre
os enantiomeros e as duas topoisomerases evidenciou que, apesar de uma ligeira preferéncia
de afinidade pela TOPO II, os resultados de interacdo dos enantidmeros com as
topoisomerases nao foram significativos, sugerindo que os enantidbmeros interagem
principalmente com a cadeia de DNA através de interacOes de empilhamento (Christodoulou
et al., 2015).

Dando sequéncia a andlise do mecanismo de acdo de FA, o processo de morte
celular foi avaliado pela andlise da exposi¢ao de residuos de fosfatidilserina. A fosfatidilserina
¢ um fosfolipideo, localizado na camada interna da membrana plasmaética, mas se desloca para
a camada externa nas células em processo inicial de morte celular, servindo como um
sinalizador para as células vizinhas e macréfagos a fagocitarem (Alberts et al., 2010). Apesar
de originalmente a deteccao de fosfatidilserina através da ligacdo com anexina V marcada por
um fluoréforo ter sido descrita como um método para avaliacdo do inicio do processo de
apoptose, os avancos nos estudos dos processos de morte celular demostraram que a
exposicdo de fosfatidilserina ocorre em processos de apoptose programada, partanatos e

netosis (Galluzzi et al, 2012), bem como de necroptose e piroptoses (Nagata et al., 2016).
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A apoptose € o tipo de morte celular geneticamente programada, controlada por
proteinas antiapoptdticas, pro-apoptéticas e caspases (caspases iniciadoras: 1, 8, 9, 10 e
caspases efetoras: 3, 6 e 7). A morte celular por necroptose é considerada uma necrose
programada, sendo ativada por receptores de morte e € regulada pelas proteinas RIP1 e/ou
RIP3-dependente (Galluzzi et al., 2012). Partanatos € um tipo de morte celular independente
de caspase, sendo ainda considerada um subtipo de morte celular por necroptose (Vural et al.,
2013). E por fim, a piroptose € dependente da ativacdo do complexo da caspase-1 estando
geralmente associada a um estado altamente inflamatdrio, frequentemente devido a infec¢do
por patdgeno facultativo intracelular (Paiva-Oliveira et al., 2012).

Assim, o tratamento de células NCI-H460 por 24 h com FA resultou em
exposicao da fosfatidilserina (Fig. 31), ndo sendo observada exposicdo em tempos menores
(Fig. 30). Como foi também apds 24 horas que se observou parada do ciclo celular na fase
G2/M, pode-se sugerir que FA primeiro induziu a parada do ciclo celular, o que poderia ter
desencadeado o processo de morte celular evidenciado pela externalizacdo de residuos de
fosfatidilserina.

Com esse teste foi possivel evidenciar que FA desencadeou um processo de morte
nas células NCI-H460 iniciado pela exposicdo de fosfatidilserina, mas ndo foi possivel
afirmar qual o tipo de processo de morte celular estd ocorrendo. Em relagdo aos processos de
morte celular supracitados, pode-se excluir somente o processo de morte celular por netosis,
por se tratar de um mecanismo de morte restrito a granuldcitos (Galluzzi et al, 2012).

Na literatura sdo bem escassas publicacOes que avaliem o mecanismo de morte
celular induzido pelos alcaloides fenantroquinolizidinicos. Dentre esses trabalhos, pode-se
citar o estudo de Yan e colaboradores (2006) que observaram um aumento significativo de
células MDA-MB-231 em fase sub-G1 do ciclo celular, apds 48 horas de tratamento com
boehmeriasina A (0,007 ng mL™). Segundo alguns autores, a fase sub-G1 corresponde a uma
subpopulagdo celular com conteido nuclear menor que 2n, o que representaria células em
processo de morte celular com DNA fragmentado (Kajstura et al., 2007).

Em outro estudo, um derivado sintético do alcaloide criptopleurina, nomeado
como YXM-110, foi avaliado em células tumorais de colo retal (HCT116), na concentragdo
de 1uM. Nessas condi¢des, YXM-110 induziu um aumento significativo na subpopulacido de
células em fase sub-Gl, apds 96 h, associado a ativacdo da sinalizagdo do mecanismo
intrinseco da apoptose, por ativagdo da caspase-9 (72 h de tratamento) e da sua caspase
efetora, a caspase-3 (96 h de tratamento) (Lai et al., 2013). Além disso, este estudo também

evidenciou que o composto YXM-110 ativou vias de sinalizacdo relacionadas ao mecanismo
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de autofagia, tais como, acimulo do autofagossomo por deplecdo da proteina Mcl-1, além do
aumento da expressao das proteinas Atg2-1-AtgS, LC3-II e GFP-LC3 (Lai et al., 2013).

No presente trabalho, o tratamento com FA, nas concentracdes empregadas, ndo
resultou em aumento na subpopulagdo de células em fase sub-G1 (Figuras 28 e 29); isso estd
coerente com os resultados do teste de atividade antiproliferativa in vitro (Fig. 27), onde as
concentracdes empregadas (0,0025 e 0,025 ug mL™) no estudo de ciclo celular apresentaram
resultado citostatico e ndo citotéxico.

Além da andlise por citometria de fluxo, a FA também foi avaliada no teste de
clonogenicidade para complementar o resultado do ciclo celular e morte celular. Este teste
baseia-se na andlise de um agente, radioativo ou quimioterdpico, que cause morte celular por
faléncia reprodutiva, ou seja, células apds o tratamento com estes agentes podem manter ou
ndo a capacidade de produzir células progenitoras (Franken et al., 2006).

Dentre os mecanismos descritos para morte celular, a perda de integridade
reprodutiva e inabilidade para proliferar indefinidamente sdo as caracteristicas mais comuns.
Assim, uma célula que mantém a sua habilidade de sintetizar proteinas e DNA, que passa por
uma ou duas mitoses, mas que € incapaz de dividir e produzir um grande nimero de células
progenitoras € considerada uma célula morta. Este resultado € referido como perda de
integridade reprodutiva (morte reprodutiva) (Munshi et al., 2005) ou morte celular mitética
(Shinomiya, 2001).

Um dos mecanismos da morte reprodutiva € a lesdo no DNA, estudos feitos com
radioterapia em teste clonogénico observaram que o principal mecanismo de morte celular
que ocorre nas células € a mitose catastréfica (Woodward e Bristow, 2009). A mitose
castréfica € definida como uma mitose aberrante, que pode levar a célula a senescéncia ou a
morte celular por apoptose ou necrose (Galluzzi et al., 2012).

O resultado do teste de clonogenicidade mostrou que FA tem a capacidade de
diminuir a formagdo de colonias (Fig. 34), levando as células a morte por faléncia
reprodutiva. As células presentes apds o tratamento poderiam apresentar danos no DNA que a
levaram a um estado de senescéncia, e que apesar de vivas, perderam a capacidade de se
dividir e formar coldnias (Gewirtz et al. 2008; Bertollo, 2010).

Além de dano no DNA, a perda da capacidade reprodutiva também pode estar
relacionada com o comprometimento da sintese de proteinas. Uma vez que células tumorais
apresentam elevada taxa de sintese proteica, que € requerida para manter as células em
proliferacdo, drogas com alvo na sintese de proteinas poderiam diminuir a proliferacdo

celular, bem como levar as células a morte (Lai et al., 2013).
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Neste contexto, vdrios trabalhos na literatura relatam que o alcaloide
criptopleurina inibe a sintese proteica (Donaldson et al. 1968; Haslam et al.,1968; Bucher e
Skogerson, 1976; Yang et al., 2011). Donaldson et al. (1968) observaram que o criptopleurina
inibiu em 50% a incorporagdo de leucina radioativa em células eucaridticas sem afetar as
células procaridticas, sugerindo um mecanismo de acdo semelhante ao da cicloheximida, um
inibidor de sintese proteica em eucariotos, produzida pela bactéria Streptomyces griseus.
Outro estudo demonstrou que criptopleurina, também inibiu a sintese de proteina
citoplasmatica e mitocondrial de leveduras Saccharomyces cerevisiae, sem afetar a sintese de
proteina citoplasmadtica da bactéria Escherichia coli (Haslam et al.,1968).

Além disso, baixas concentragdes de criptopleurina sdo capazes de bloquear a
translocacdo do peptidil-RNAt do sitio A para o sitio P do ribossomo, a qual € dependente do
fator de elongacdo EF-2 e de GTP (trifosfato de guanosina). O criptopleurina ndo inibiu o
fator de elongacdo, porém a inibicdo da transloca¢do foi inversamente proporcional a
concentracdo de GTP, sugerindo desta forma uma inibicdo competitiva pelo sitio de ligacdo
entre o GTP e o alcaloide (Barbacid et al., 1975; Bucher e Skogerson, 1976).

Assim, além do possivel dano ao DNA, o comprometimento com a sintese de
proteinas poderia também estar relacionada com a diminuicdo da capacidade de formacgado de
coldnia em células de pulmao tratadas previamente com FA.

Os resultados de atividade antiproliferativa de EBE e FA e a acdo sobre o ciclo
celular de FA, avaliados in vitro, encorajaram a avaliag¢do in vivo, uma vez que esses modelos
permitem a obtencdo de informagdes sobre a farmacocinética e farmacodindmica dos
compostos testados (Vendramini-Costa, 2012). Portanto, testes in vivo foram realizados com o
extrato bruto etandlico (EB2) e com a fragdo rica em alcaloides.

Inicialmente, foi realizado o teste de toxicidade aguda para avaliar os efeitos
colaterais, toxicidade e a possivel letalidade, permitindo a selecdo das doses seguras para os
estudos em modelos experimentais de cincer e inflamagdo. Assim, na dose de 1000 mg Kg™,
o EB2 levou o animal a ébito em 24 horas, quando empregou-se a via intraperitoneal para a
administracdo; mas nao levou a 6bito quando a mesma dose foi administrada pela via oral.
Estes resultados sugeriram que as substincias toxicas presentes no EB2 tem baixa
biodisponibilidade por via oral, ndo atingindo concentragdo sist€émica suficiente para
desencadear as alteracdes fisioldgicas que levaram a morte quando a administragdo aconteceu
por via intraperitoneal. Quando os animais foram tratados por via intraperitoneal com a fragao
rica em alcaloides, os animais tratados com 300 mg Kg™' de FA sofreram convulsdo e morte

por parada respiratoria logo apds a administracao; a reducao da dose pela metade (150 mg Kg”
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") promoveu a reducdo das alteragdes comportamentais, as quais ndo foram mais observadas
nos animais apds 24 h da administracdo. Mais ainda, diferente do observado para o EB2,
quando se realizou a administracdo de 300 mg Kg'1 por via oral, o animal tratado com FA
apresentou tremor e diarreia 24 h apds a administracao, evoluindo para ébito.

Os efeitos colaterais observados para FA sdo muito semelhantes ao alcaloide
pilocarpina, extraido das folhas de Pilocarpus microphyllus (Castro et al., 2016), um agonista
colinérgico que estimula a producdo de saliva, utilizado atualmente para tratar xerostomia
(Yang et al., 2016); e também o seu uso constitui um dos modelos mais utilizados no estudo
da epilepsia (Furtado et al., 2012).

Em relacio ao alcaloide criptopleurina, os seus efeitos téxicos ja foram
comparados aqueles desencadeados pela estricnina (Fridrichsons e Mathieson, 1954). A
estricnina € um alcaloide inddlico que atua bloqueando o funcionamento dos neurdnios
inibitérios por ligar-se competitivamente nos receptores de GABA e glicina. Quando a
estricnina se liga a esses receptores inibitdrios, ela bloqueia a sua a¢ao resultando em aumento
do estimulo nervoso e, consequentemente, grande contracdo muscular, convulsdo e morte por
asfixia, j4 que ocorre forte rigidez tonica nos musculos respiratorios (Melo et al., 2002; Marrs
e Maynard, 2013).

Além disso, o alcaloide criptopleurina é capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica e causar toxicidade no sistema nervoso central (SNC) (Yang et al., 2011;
Lai et al., 2013; Pereira et al., 2015), o que limita seu potencial uso clinico. Com isso, uma
série de derivados do alcaloide criptopleurina contendo estruturas mais hidrofilicas tem sido
desenvolvida para impedir a sua passagem pela barreira hematoencefdilica e, por conseguinte,
diminuir a toxicidade no SNC (Wang, 2012b; Yang et al., 2012; Lai et al., 2013; Kwon et al.,
2015). Alguns desses novos derivados tém apresentado resultados positivos tanto em relagao
a sua acdo antitumoral quanto em relacdo a menores efeitos colaterais (Yang, 2010b; Yang et
al., 2011).

No entanto, apesar do conhecimento sobre a capacidade de atravessar a barreira
hematoencefdlica, ainda ndo had estudos aprofundados sobre o mecanismo de acdo da
criptopleurina sobre o sistema nervoso central in vivo. A este respeito, um estudo avaliou o
efeito das fragdes do extrato bruto metandlico de raiz, de caule e de folhas de Boehmeria
nivea na atividade das enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase in vitro (Sancheti et
al.,, 2010); assim, a enzima butirilcolinesterase foi inibida pelas fracdes diclorometanica

(74%), proveniente do extrato bruto metandlico do caule, e hexanica (66%), proveniente do
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extrato bruto metandlico da raiz, enquanto a enzima acetilcolinesterase foi moderadamente
inibida (50%) apenas pela fracdo hexanica da raiz.

A inibicdo dessas enzimas poderia estar relacionada com o comportamento de
tremor e convulsdo observados nos animais tratados com a fragcdo rica em alcaloides, pois a
inibicdo das colinesterases provoca um acimulo do neurotransmissor acetilcolina, o que leva
a um excesso de estimulo nos receptores muscarinicos e nicotinicos causando disfun¢des em
vdrios sistemas (Brito, 1988), como ocorre, por exemplo, com o alcaloide fisostigmina
(eserina), extraido de Physostigma venenosum, que também inibe as colinesterases e apresenta
os mesmos efeitos colaterais observados pela FA (Dawson e Buckley, 2016).

Somado a isso, estudos de triagem virtual dos possiveis mecanismos de acdao dos
enantidmeros da boehmeriasina A demonstraram que o enantidmero (S)-boehmeriasina A
apresentou afinidade pelos sitios ativos das enzimas acetilcolinesterase e colinesterase, além
da afinidade pelo receptor 2a de serotonina (5-HT2a), receptor este no qual se liga o
neurotransmissor GABA (Christodoulou et al., 2015). Assim, o efeito combinado da
criptopleurina e da boehmeriasina A poderiam explicar, em parte, os sinais e sintomas de
toxicidade observados para FA; além disso, como os demais alcaloides identificados
apresentam grande semelhanca estrutural com esses dois alcaloides, eles também poderiam
contribuir para os efeitos promovidos por FA. Assim, estudos mais aprofundados sobre a acio
destes alcaloides sobre os neurotransmissores, bem como seus receptores e até mesmo testes
in vivo, se fazem necessarios.

Uma vez determinada a dose maxima tolerada pelos animais, foi realizado um
teste preliminar para avaliar a acdo antitumoral do extrato bruto etandlico. Desta forma, as
doses foram definidas de acordo com Mi e colaboradores (2009), que sugerem o uso de 40%
da dose maxima tolerada (DMT) estabelecida no teste de toxicidade aguda para o
estabelecimento da maior dose a ser usada em esquemas de doses repetidas. Como pela via
oral, a DMT para EB2 foi de 1000 mg Kg™', a dose méxima estabelecida para o grupo tratado
por via oral foi de 400 mg Kg'. J4 para a via intraperitoneal, a DMT foi de 500 mg Kg,
assim 40% desta dose corresponderia a 200 mg Kg'l, mas devido as alteragdes
comportamentais apresentadas para a dose de 500 mg Kg'l, foi decidido o uso de uma dose
um pouco menor, de 150 mg Kg' de EB2.

O teste realizado foi o tumor sélido de Ehrlich inoculado no flanco do
camundongo. Este tumor tem sido utilizado como uma modelo de tumor transplantdvel para
investigar efeitos antitumorais para varios agentes farmacologicos (Fernandes et al., 2011).

Assim, o tumor de Ehrlich € derivado de adenocarcinoma de mama murino, com
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caracteristicas agressivas e de rapido crescimento, podendo se desenvolver nas formas ascitica
e sélida, dependendo do local de inoculacdo (Gomes et al., 2008; Sakai et al., 2010). Além
disso, o tumor de Ehrlich ¢ indiferenciado, transplantdvel, com hiperdiploidia e sem antigeno
especifico de tumor. Assemelha-se aos tumores humanos, que sdo os mais sensiveis a
quimioterapia, por ser indiferenciado e ter uma taxa de crescimento rapida (Ozaslan et al.,
2011).

Em relacdo ao teste que avaliou o EB2 das partes aéreas de B. caudata sobre o
tumor s6lido de Ehrlich, observou-se que o extrato reduziu o tumor tanto pela via oral
(57,62%) quanto pela via intraperitoneal (38,07%). Porém, os animais tratados por via oral
apresentaram sinais de toxicidade, tais como: piloerecdo, diarreia e perda de peso corporal, a
partir do 6° dia de tratamento o que resultou em interrup¢do do mesmo, que a partir dessa
interrupcao, os animais comecgaram a se recuperar demonstrando que as alteracdes toxicas
observadas eram reversiveis (Fig. 42). Assim, apesar dos sinais de toxicidade, o tratamento
por via oral apresentou a melhor resposta antitumoral e esta foi a via selecionada para
tratamento dos demais experimentos, tomando-se o cuidado de reduzir as doses utilizadas
e/ou aumentar o intervalo entre tratamentos.

Os parametros sanguineos e a biometria dos érgios foram avaliados em relagdo ao
grupo satélite. Nao houve diferencas estatisticas entre os grupos tratados e o grupo satélite
para a maioria dos parametros hematoldgicos avaliados. Com relagdo ao niimero de plaquetas,
observou-se que o grupo controle negativo apresentou uma pequena elevacao no numero de
plaquetas em relagdo ao grupo satélite, muito provavelmente devido a presenca do tumor de
Ehrlich. Nos animais tratados com EB2, observou-se que o tratamento por via intraperitoneal
(150 mg Kg™' de EB2) nio foi capaz de reverter esse pequeno aumento (Fig. 43). Em relacdo a
biometria dos Orgdos, somente os figados dos animais tratados com EB2 por via oral
apresentaram um pequeno aumento de peso relativo em relagdo ao grupo satélite (Fig. 44);
mais ainda, esse aumento foi significativamente diferente em relagdo ao grupo tratado com
EB2 por via i.p.. Esse resultado pareceu sugerir um efeito toxico de EB2 sobre o figado
provavelmente por causa do metabolismo de primeira passagem de compostos administrados
pela via oral. No entanto, somente estudos padronizados de toxicidade, utilizando animais
saudaveis, poderdo melhor avaliar os efeitos adversos que esse extrato pode produzir.

Para a fracdo rica em alcaloides, o modelo utilizado para a anélise foi o tumor
sOlido de Ehrlich inoculado na pata direita traseira dos camundongos. Este modelo foi

escolhido por permitir a avaliagdo da progressdao do tumor durante todo o experimento.
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Além disso, as células do tumor de Ehrlich geram uma resposta inflamatéria local
caracterizada pelo aumento da permeabilidade vascular, edema, migracdo celular e
recrutamento de resposta imune (Stewart, 1959, Iwamoto et al., 2015), além de um aumento
nos niveis de prostaglandina E,, mas ndo de tromboxanos (Fecchio et al.,1990). Por estas
caracteristicas, decidiu-se incluir neste modelo experimental, como segundo controle positivo,
o anti-inflamatério ndo esteroidal (AINES) piroxicam. Assim, observou-se que todos os
grupos experimentais (doxorrubicina, piroxicam e FA: 3, 10 e 30 mg Kg'l) apresentaram
reducdo significativas (p<0,001) na variacdo do volume tumoral (%) ja a partir do 9° dia de
tratamento, em relacdo ao grupo veiculo (Fig. 45). Assim, em relagdo aos grupos tratados com
FA, a atividade antitumoral nao foi dependente da dose empregada, ou seja, os valores foram
bem préximos entre os grupos tratados com FA, apresentando um efeito platd. Esse efeito
também foi observado no teste de atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais e
ndo tumorais in vitro (Fig. 26).

Além disso, a redu¢do promovida pelo piroxicam (34,13%, p<0,001), em relacao
ao controle negativo, corroborou o papel importante da inflamacao para o desenvolvimento do
tumor solido de Ehrlich e que compostos com ac¢do anti-inflamatéria também podem reduzir a
progressao do tumor. Pensando nessa relagdo cancer-inflamacao, foi avaliado indiretamente o
efeito dos tratamentos na migragcdo e/ou ativacdo de neutréfilos para o local de inoculagdao do
tumor através da dosagem da enzima mieloperoxidase (MPO).

Esta anélise € importante pela infiltragdo de neutréfilos observada em muitos tipos
de tumores, sendo, portanto, denominados de neutréfilos associados aos tumores. Este quadro
¢ também frequentemente observado em cancer associado com inflamacdo, onde a
persisténcia de células tumorais alteradas geneticamente, hipéxia e morte celular criam um
ambiente inflamatdério com continuo recrutamento de leucécitos (Dumitru et al., 2013; Liang
e Ferrara, 2016; Moses e Brandau, 2016).

O papel do neutréfilo na tumorigénese tem sido debatido na literatura, podendo
ter acdo tanto como supressor quanto como promotor do tumor. Porém, um nimero cada vez
maior de observagdes clinicas e estudos em laboratdrios tem demonstrado que a presenca de
neutréfilos em tumores estd correlacionada com um progndstico pobre para vdrios tipos de
cancer, tais como, carcinoma broncoalveolar, melanoma, carcinoma hepatocelular, glioma,
cancer de coldn, carcinoma renal e carcinoma de células escamosas da cabeca e pescoco
(Brandau et al., 2013; Urubi-Querol e Rosales, 2015). Assim, muitos estudos t&m identificado

mecanismos de progressdao do tumor mediados por neutrofilos (Moses e Brandau, 2016).
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Neste sentido, muitos estudos demonstram que os neutréfilos podem promover a
progressdo do tumor através da angiogénese, metdstase e remodelacdo da matriz extracelular.
As metaloproteinases, ROS, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), arginase 1 e
vdrias citocinas t€m sido identificadas como grandes mediadores deste processo. Desta forma,
a relevancia clinica dos neutréfilos na oncologia humana faz dessas células um alvo atrativo
para interversoes terapéuticas (Tecchio et al., 2013; Urubi-Querol e Rosales, 2015; Moses e
Brandau, 2016).

Como esperado, a presenca das células tumorais de Ehrlich promoveu uma grande
migracdo de neutréfilos para a pata do animal, que teve a atividade da MPO diminuida pelos
tratamentos com doxorrubicina e por FA, nas doses de 10 e 30 mg Kg™', enquanto a menor
dose de FA e o piroxicam ndo promoveram reducdo significativa na dosagem de MPO.
Assim, esses resultados sugerem que apesar do efeito anti-inflamatério do piroxicam
promover uma reduc¢do significativa da variacdo de volume do tumor, muito provavelmente,
apenas a reducdo efetiva de proliferacdo das células de Ehrlich resulte em uma diminuicdo
significativa da infiltracdo de neutréfilos no tecido.

Em relagdo a evolucdo do peso corporal, somente os animais tratados pela
doxorrubicina apresentaram perda de 3,09% no 15° dia de tratamento. De fato, a
doxorrubicina, apesar de ser um potente agente antitumoral e uma das drogas antineopldsicas
mais utilizadas até o momento, a sua aplicagdo € limitada por seus efeitos colaterais, que
incluem toxicidade a medula Gdssea, desordens gastrointestinais, estomatite, alopecia, edema,
cardiotoxicidade aguda e cumulativa (Graeser et al., 2010).

A toxicidade apresentada pela maioria das drogas disponiveis na quimioterapia
oncoldgica, bem como pela radioterapia, ¢ um dos maiores desafios para o desenvolvimento
de novas drogas, que visam maiores indices terapéuticos com maior seletividade para as
linhagens tumorais (Weinberg, 2008). Dessa forma, a auséncia de sinais visiveis de toxicidade
nas doses efetivas da FA representa um indicativo positivo para a continuidade dos estudos.

Em relacdo aos parametros sanguineos, observou-se que, para o parametro de
leucdcitos totais, houve uma diminui¢do no nimero destas células para os grupos veiculo, e
controles positivos. Mas, ndo houve diferenca estatistica para os grupos experimentais.
Porém, o grupo tratado com FA sem tumor, apresentou diferenca estatistica em relacdo ao
grupo satélite (Fig. 48).

Nao hd até o momento descrito na literatura um valor de referéncia para os
parametros sanguineos para a espécie de BALB/c. Contudo hd um trabalho que realizou

estudos comparativos de valores hematologicos entre sexo e categorias de camundongos
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C57BL/6 e BALB/c. Neste trabalho os autores indicam que para o parametro de leucdcitos
para BALB/c fémea, os valores variam de 4,33 + 3,98 x 10> mm (Spinelli et al., 2012).
Portanto, a diferenga estatistica entre o grupo tratado com FA sem tumor e o grupo veiculo
provavelmente nao representam uma toxicidade em relagao aos leucécitos.

Houve somente diferenca estatistica para as maiores doses de FA nos parametros
sanguineos de eritrécitos e plaquetas, o que pode estar relacionado com o fato de os animais
estarem doentes € ndo com a amostra testada, pois o controle negativo também teve um leve
aumento no numero das plaquetas. Portanto, estudos de toxicidade especificos em animais
saudaveis deverdo ser realizados futuramente.

Na literatura € descrito que o tumor ascitico de Ehrlich apresenta um efeito de
mielossupressao, ou seja, ocorre um declinio no nimero de células progenitoras, em particular
nas linhagens de macrofagos e granuldcitos da medula dssea (Pessina et al., 1982; Queiroz et
al., 2004; Queiroz et al., 2008). Além disso, é geralmente aceito que a diminui¢cdo das células
progenitoras na medula dssea estd associada a maci¢a migracdo destas células para o bago,
ocasionando a esplenomegalia. Muitos estudos com novas terapias sdo realizados para
reverter esse quadro de mielossupressdo da medula dssea e a mieloestimulagdo do bago
induzido por esse tumor (Valadares e Queiroz, 2002; Queiroz et al., 2008).

Assim, sugere-se que o comportamento observado no pardmetro sanguineo em
modelo de tumor sélido pode ser o mesmo do modelo de tumor ascitico de Ehrlich, ja que
estudos com tumor sélido de Ehrlich em camundongos mostraram que este tumor também
induz a esplenomegalia (Rivenson et al., 1980). Desta forma, podemos sugerir que a amostra
de FA testada melhorou o efeito de mielossupressdao produzido pelo tumor, ja que ndo houve
diferenca estatistica em relacdo ao satélite.

Na anélise do peso relativo dos 6rgdos, também nao houve diferenca estatistica
entre o grupo satélite e o grupo tratado com a maior dose sem tumor, o que corrobora com o0s
resultados anteriores, mostrando que a FA nao apresenta toxicidade neste modelo
experimental. No entanto, nos animais com tumor e tratados com as maiores doses de FA (10
e 30 mg Kg’l) houve diferencas estatisticas em relacdo ao grupo satélite, principalmente para
o baco. Essa esplenomegalia, como ja supracitado, pode estar sendo estimulada pela
mielossupressdo ocasionada pelo tumor de Ehrlich, o que pode justificar a presenca de
alteracdes somente nos animais que foram inoculados com o tumor e ndo no grupo tratado
com a maior dose sem tumor.

Apesar de a FA ter diminuido a supressdo dos leucdcitos, ndo houve diminuicao

da esplenomegalia. Foram observados também aumentos leves no peso relativo de outros
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orgdos dos animais tratados com a dose mais elevada. A biotransformacdo de drogas
geralmente afeta os 6rgdos de detoxificagdo, como o figado e o rim, e as vezes, esse efeito da
droga nos 6rgaos de detoxificagdo pode também levar a esplenomegalia (Petroianu, 2011).

No entanto, vale ressaltar novamente que nao houve diferenca estatistica entre o
satélite e o grupo tratado com 30 mg Kg' de FA sem tumor, reforcando a ideia de que muitas
das alteracdes observadas tanto pelos parametros sanguineos quanto pelo peso relativo do
6rgdo podem ser consequencia dos agdes produzidas pelo tumor sélido de Ehrlich e ndo da
amostra propriamente dita.

E por fim, é sabido que um dos efeitos colaterais do piroxicam € a esplenomegalia
(Petroianu, 2011), e que sua administragdo junto com a presenca do tumor pode ter
potencializado a sua acao neste efeito colateral.

Até o momento, ndo had na literatura trabalhos com o gé€nero Boehmeria no
modelo de tumor sélido de Ehrlich. H4 relatos de que o alcaloide criptopleurina (3uM Kg™)
inibiu em 50% o crescimento do tumor ascitico de Ehrlich, em camundongos Swiss fémeas,
quando administrado por via 1.p., duas vezes ao dia, durante 10 dias (Donaldson et al., 1968).
Ainda, o derivado sintético ($)-13-Oxa-criptopleurina (20 mg Kg‘l, via 1.p.) reduziu o
desenvolvimento do tumor xenografico de adenocarcinoma de célon-retal (HT-29) em relagao
ao controle negativo (p<0,05), sem efeitos colaterais durante o tratamento (Yang et al., 2011),
resultado similar ao reportado para o derivado de criptopleurina YXM-110 (10 mg Kg™', via
1.p.) no mesmo modelo experimental (Lai et al., 2011).

Com base nos resultados obtidos at€é o momento € na relacdo entre o processo
inflamatério e o desenvolvimento do tumor foi proposto o estudo de EB2 e FA em modelos
de inflamacao.

O edema de pata induzido por carragenina € um modelo de inflamacdo in vivo
bem estabelecido e tem sido comumente utilizado para avaliar a atividade antiedematogénica
de produtos naturais (Fabri et al., 2013). Carragenina é o nome genérico para uma familia de
polissacarideos sulfatados de elevado peso molecular, obtidos pela extragdo de certas espécies
de algas vermelhas da familia Rhodophyceae (Chondrus, Eucheuma, Gigartina € Hypnea)
(Campo et al., 2009; Jiao et al., 2011). Estes polissacarideos sdo compostos por unidades de
galactose e de anidrogalactose unidas por ligacdo glicosidica (Jiao et al., 2011; Li et al.,
2014).

Quando injetada, a carragenina induz o edema inflamatério induzido como
resultado de uma acdo sequencial e integrada de varios mediadores inflamatdrios; apds 2

horas da inje¢do da carragenina, a resposta inflamatdria observada € resultado da liberagdo de
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histamina, 5-hidroxitriptamina, bradicinina, serotonina, fator ativador de plaquetas, substancia
P e prostaglandinas, dentre outras substancias (Di Rosa et al., 1971; Lapa et al., 2008). Na
sequéncia o edema € mantido principalmente pela produc¢do de prostaglandinas (Di Rosa e
Willoghby, 1971; Williams, 1979; Lapa et al., 2008), ocorrendo também a mobilizacido de
mondcitos, aumento da expressdo da cicloxigenase-2 (COX-2), diminui¢do de 6xido nitrico
(NO) e migracdo de macréfagos (Frode et al., 2001; Nunes et al., 2007; Pedernera et al.,
2010), sendo o pico do edema observado entre 4-6 horas apds a aplicacdo do agente flogistico
(Lapa et al., 2008).

O emprego desse modelo mostrou que EB2 possui efeito antiedematogénico
inversamente proporcional 4 dose, ou seja, a menor dose (75 mg Kg™') apresentou efeito anti-
inflamatorio ja a partir de 1 hora apds a inducao do edema, a dose intermedidria (150 mg Kg'1
do EB2) apresentou o efeito anti-inflamatorio significativo somente apds 4 horas da injecdo
da carragenina, enquanto a maior dose (300 mg Kg™) apresentou um efeito pré-inflamatério.
Esse efeito pode ser atribuido, pelo menos em parte, as propriedades vesicantes do alcaloide
criptopleurina, as quais se assemelham aquelas da mostarda nitrogenada (Lande, 1947;
Fridrichsons e Mathieson, 1954) um agente alquilante utilizado como quimioterapico
(Almeida et al., 2005b). Assim, em baixas doses (portanto, menor concentracdo de
criptopleurina), o EB2 teria uma acdo anti-inflamatéria e & medida que a dose foi aumentada,
aumentando-se consequentemente a concentracdo do alcaloide criptopleurina, prevaleceria o
efeito vesicante (inflamatorio).

Outros alcaloides utilizados na terapia do cancer também t€m propriedades
vesicantes, tais como os alcaloides da vinca e do taxol, os quais podem causar irritagdo severa
com formacdo de vesiculas, edema e destruicao tecidual quando em contato com a pele
integra (Brunherotti, 2007).

Por sua vez, a FA apresentou atividade antiedematogénica independente da dose
avaliada (3, 10 e 30 mg Kg™), com todos os tratamentos com FA desde a primeira hora até o
tempo de 6 h. Assim, pelo fato das primeiras duas horas apés a indug¢do da carragenina ndo
serem inibidas por AINES, como indometacina e aspirina (Prajapati et al., 2014), sugere-se
que a atividade da FA seja, em partes, similar a dos anti-inflamatdrios esteroidais.

Na literatura, ha somente um trabalho que avaliou o efeito anti-inflamatério in
vivo do género Boehmeria no modelo de edema de pata induzido por carragenina. O extrato
bruto aquoso da raiz de B. nivea (100, 300 e 500 mg Kg'l, v.0., em ratos) apresentou efeito
antiedematogénico significativo ja a partir da primeira hora apds a inje¢do da carragenina para

todas as doses testadas, enquanto que o extrato bruto aquoso da raiz de B. nivea subsp.
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nippononivea foi ativo apenas duas horas apds a injecdo da carragenina, para todas as doses
testadas (100, 300 e 500 mg Kg'l, VO, em ratos) (Lin et al., 1997).

Além dos resultados referirem-se a duas espécies diferentes de B. caudata, eles
referem-se aos extratos aquosos das raizes, enquanto os estudos realizados no presente projeto
empregaram o extrato etandlico das partes aéreas. Essas diferengas resultaram muito
provavelmente em grandes diferencas na composi¢cdo quimica desses extratos e podem
explicar porque os extratos de B. nivea e B. nivea subsp. nippononivea apresentaram efeito
anti-inflamatério na dose de 500 mg Kg' enquanto o extrato de B. caudata foi pré-
inflamatério na dose de 300 mg Kg™.

Um derivado sintético do criptopleurina, o 7-metoxicriptopleurina (3 mg Kg™', via
1.p.) reduziu o edema de pata induzido por carragenina em ratos ji a partir da primeira hora
apos a injecao da carragenina, com efeito antiedematogénico similar a indometacina na quinta
hora apds a carragenina (Yang et al., 2007).

Desta forma, os resultados in vivo encontrados na literatura em modelo de edema
induzido por carragenina, corroboram com os resultados obtidos pela FA, sendo que a agdo
anti-inflamatdria ocorre ja a partir da primeira hora apds a inje¢do da carragenina e se mantém
até o pico das 6 horas.

Além do edema de pata induzido por carragenina, o modelo de edema de orelha
induzido por 6leo de créton em camundongos também tem sido utilizado como triagem de
substincias com potencial acdo anti-inflamatoria (Murakawa et al., 2006), tanto por via topica
quanto por via sistémica, de anti-inflamatorios esteroidais (Tubaro et al., 1986; Lapa et al.,
2008) e ndo esteroidais (Tubaro et al., 1986).

O agente flogistico empregado € o 6leo obtido das sementes de créton (Croton
tiglium L.), que apresenta uma grande quantidade de ésteres de forbol, sendo o 12-O-
tetracanoilphorbol-13-acetato (TPA) o composto majoritario. O TPA induz o edema a partir
do metabolismo do &4cido araquidonico (Carlson et al., 1985; Otuki et al., 2005); assim,
substancias com efeito inibidor sobre cicloxigenase (COX) e/ou lipoxigenase (LOX) podem
ser avaliadas neste modelo (Carlson et al., 1985). Duas horas apds a aplicacdo de 6leo de
croton na orelha do animal ja € possivel observar vasodilatacdo e, a partir das 3 horas apos a
aplicacdo, observa-se a presenca de células inflamatdrias no intersticio celular, com o pico
maximo do edema ocorrendo 6 horas apds a aplicagdo (Young et al., 1983).

Assim, na primeira avaliacio do EB2 nesse modelo de inflamacdo, empregou-se
uma dose tnica (75 mg Kg), escolhida com base no resultado do teste de edema de pata

induzido por carragenina, nas trés vias de administragcdo (i.p., v.o. e TO).
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Através dos resultados com o EB2 observamos que as amostras administradas
pela via sist€mica se mostraram mais efetivas do que pela via topica. No entanto, para a
fracdo rica em alcaloides nao foi observado diferenga entre as duas vias.

Segundo Carlson et al. (1985), em geral, as drogas inibidoras de COX, como
indometacina, aspirina e piroxicam ndo apresentaram efeito anti-inflamatério quando
administradas oralmente no teste de edema de orelha induzido por TPA e é4cido araquiddnico.
No entanto, drogas inibidoras mistas de COX/LOX sdo mais efetivas pela via oral, bem como
os anti-inflamatdrios esteroidais.

Assim, como tanto EB2 quanto FA foram efetivos na redu¢do do edema induzido
por 6leo de créton tanto por via tépica quanto por via sistémica, seria possivel sugerir que o
mecanismo de ac¢do anti-inflamatéria de FA envolveria uma capacidade inibitoria mista
(inibigdo de LOX e COX) ou uma atividade como dos esteroidais (inibe as fosfolipases),
corroborando com o resultado de edema de pata induzido por carragenina.

Pensando no fato de que o 4cido araquidonico pode ser metabolizado por trés
diferentes mecanismos, € concebivel que apenas a inibicdo de COX-2 poderia ndo levar a um
resultado anti-inflamatério, uma vez que o acido araquidonico ainda poderia ser metabolizado
através de LOX ou de citocromo P450 induzindo, desta forma, fatores pré-tumorigénicos,
como por exemplo, os HETEs (Schneider e Pozzi, 2011). Desta forma, o bloqueio das duas
maiores vias (as vias da COX e LOX) poderia ser uma abordagem plausivel, inclusive para a
inibi¢do da progressdo do tumor. Isso porque, em estudos in vitro, a inibigdo simultanea das
duas vias tem apresentado resultados mais eficientes na indu¢do da morte de células tumorais
quando comparada com tratamentos que inibem uma tnica via (Schneider e Pozzi, 2011).

No entanto, a administracdo simultinea de dois inibidores, um para via COX e
outro para a via LOX, poderia aumentar o risco de efeitos colaterais; assim, uma boa
alternativa seria a pesquisa de farmacos com alvo nas duas vias (Schneider e Pozzi, 2011).
Virios exemplos sdo descritos na literatura, tais como varios hibridos de 4cido caféico com o
heterociclico diaril-1,2,4-triazolam, os quais apresentaram atividades antiproliferativa e
inibitdria para COX-2/5-LOX in vitro e a licofelona que por inibir COX/5-LOX promoveu
diminui¢do dos niveis de PGE, e LTB4 sem apresentar os efeitos gastrointestinais causados
pelos AINES (Schneider e Pozzi, 2011).

Assim, pelos resultados obtidos no teste de edema de orelha induzido pelo 6leo de
créton, a fracdo rica em alcaloides poderia ter acdo como inibidor misto de COX/LOX. Em
estudo in vitro com a linhagem de mama (MDA-MB231) induzida com TNF-a, o alcaloide

criptopleurina suprimiu a expressao da COX-2 induzida pelo TNF- a (Jin et al., 2012). Porém,
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como discutido na introdugdo, os trabalhos dao pouco enfoque para o papel da LOX na
progressdao do tumor; assim, mais estudos sdo necessdrios para avaliar o mecanismo de acao
como inibidor nas vias de COX e LOX da FA, bem como dos seus alcaloides isolados.

Complementando o estudo de atividade anti-inflamatéria de FA no modelo de
edema induzido por 6leo de créton, foi realizado uma andlise do efeito de FA sobre a
atividade da enzima mieloperoxidase como uma forma indireta de avaliacdo da ativagdo e/ou
migracdo dos neutréfilos para o edema localizado na orelha. Os resultados obtidos, para as
duas vias de administracdo, demonstraram que a FA também inibiu a ativa¢do e/ou migra¢ao
de neutréfilos para o local inflamado desencadeada pela aplicacdo do dleo de créton. Efeito
também observado para o alcaloide colchicina, que € considerado um inibidor da quimiotaxia
dos neutréfilos (Queiroz et al., 2012).

O uso de plantas medicinais para o tratamento de doencas € milenar, inclusive
para o cancer e doengas inflamatdrias. O Brasil é considerado o pais de maior biodiversidade
no mundo, contudo grande parte das plantas nativas ainda ndo apresentam estudos sobre o seu
potencial farmacoldgico. Muitas espécies sdo usadas empiricamente, sem respaldo cientifico
quanto a eficdcia e seguranca. O presente estudo tenta sanar esta lacuna entre o elevado
nimero de plantas e pouco conhecimento cientifico. Portanto, os resultados até o momento
mostraram que as partes aéreas de Boehmeria caudata apresentam grande potencial como
fonte de novas terapias para cancer e inflamacdo. Estudos futuros poderdo aprofundar ainda
mais a elucidacdo dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos assim como avaliagdo

de seguranca de uso.

6. CONCLUSOES FINAIS

e Com relacdo a selecdo das partes empregadas e ao método de preparagdo dos
extratos de Boehmeria caudata avaliados, o extrato bruto etandlico (EBE) obtido das partes
aéreas, através da extracdo em soxhlet, apresentou o melhor efeito antiproliferativo em
linhagens tumorais humanas in vitro, com concentragdo efetiva menor do que 0,25pug mL™",
ndo tendo sido observadas diferencas significativas entre o extrato bruto etandlico total (EB1)
e o extrato bruto etandlico obtido apds a extracdo com diclorometano (EB2), podendo-se
desta forma trabalhar com os dois extratos;

e A extragdo 4cido-base resultou em uma fracao rica em alcaloides (FA) a qual,
ap6s avaliacdo de atividade antiproliferativa in vitro foi mais potente as linhagens de

adenocarcinoma de pulmao, tipo ndo pequenas células (NCI-H460), e de leucemia (K-562);
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e Sete alcaloides (cinco fenantroquinolizidinicos) foram identificados pela
espectrometria de massas de alta resolu¢do na FA sendo que, com excecdo do alcaloide
criptopleurina, os demais sdo descritos pela primeira vez em B. caudata;

e FA induziu a parada do ciclo celular de células de adenocarcinoma de pulmao,
tipo ndo pequenas células (NCI-H460) em fase G2/M, sugerindo uma agdo sobre fuso
mitético;

e Em funcdo dos tempos de tratamentos empregados, muito provavelmente FA
promoveu inicialmente a parada do ciclo celular para entdo ativar um processo de morte
celular, o qual € iniciado pela exposi¢do de residuos de fosfatidilserina sem praticamente
alteracdo da permeabilidade da membrana citoplasmética de células de adenocarcinoma de
pulmao, tipo ndo pequenas células (NCI-H460);

e Os danos produzidos por FA em células NCI-H460 ndo sdo totalmente
reversiveis, uma vez que a retirada do tratamento com FA diminui a capacidade de
recuperacgdo e de replicacao das células;

e As simulacdes de docagem dos compostos: boehmeriasina A, boehmeriasina B,
criptopleurina sugerem tanto pela andlise visual das interacdes quanto pelos valores de escore
de docagem que estes compostos provavelmente atuam no sitio da colchicina, mas seriam
inibidores menos potentes do que a prépria colchicina. J4 para a (15R)-hidréxicriptopleurina,
embora os valores de escore de docagem sugiram que este composto € menos potente do que
a propria colchicina, a andlise visual das interacdes realizadas sugerem a existéncia de duas
ligacdes de hidrogénio diretas entre os grupos quimicos deste composto e os residuos de
aminodcido da tubulina, além de uma ligacdo de hidrogénio indireta também observada para
os trés compostos anteriormente citados. Neste sentido, considerando-se que as ligacdes de
hidrogénio sdo comparativamente mais fortes do que ligagdes hidrofébicas e aromaticas, €
possivel que este composto apresente um padrdo de interagdo superior aos demais alcaloides
fenantroquinolizidinicos e, possivelmente, comparavel ao da prépria colchicina;

e A atividade antiproliferativa observada in vitro se reproduziu em modelo in
vivo através da reducdo do crescimento tumoral do tumor sélido de Ehrlich quando tratado
tanto com EB2 quanto com FA;

e Nos modelos de inflamacdo in vivo, EB2 apresentou efeito anti-inflamatoério
nas menores doses avaliadas enquanto para FA ndo houve diferenca significativa entre as

doses;
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e FA apresentou efeito anti-inflamatério tanto pela via oral quanto pela via
topica, no edema de orelha induzido pelo éleo de créton, sugerindo um provdvel mecanismo
de acdo por inibi¢ao inespecifica de LOX/COX;

e FA reduziu o acimulo de MPO, tanto no modelo de tumor sélido de Ehrlich
quanto nos modelos de edema, sugerindo que a a¢do de FA resultou em diminuicdo da
infiltracao de neutroéfilos no tecido;

e Em todos os estudos de doses repetidas, EB2 e FA ndo apresentaram sinais
clinicos de toxicidade nas doses empregadas. No entanto estudos especificos de toxcidade
com animais saudaveis devem ser realizados;

e Esses resultados indicam o potencial uso de FA na terapia anti-inflamatoria e
antitumoral, e novos estudos poderdo aprofundar os conhecimentos sobre os mecanismos de

acdo para as atividades farmacoldgicas evidenciadas no presente estudo.
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8. APENDICE
8.1. FRACIONAMENTOS

8.1.1. Purificacao da fracao rica em alcaloide pelo método de extracio em

fase solida (SPE)

Antes de dar inicio ao processo de purificacdo foram realizadas duas andlises de
CCDs para avaliar possiveis eluentes para o seu fracionamento. Assim, a FA foi avaliada em
cromatofolha RP-18 F254s (MERCK 1.05559) e os eluentes utilizados foram: a mistura de
isopropanol: 4cido férmico: dgua (90:1:9) e a mistura de metanol: dgua (1:1). Neste tipo de
andlise € necessdrio condicionar primeiramente a cromatofolha com o eluente para depois
aplicar as amostras e, em seguida correr a placa com o eluente. As cromatofolhas de RP-18

foram reveladas por Dragendorff (Fig. 62)

Figura 62. Fracado rica em alcaloide foi avaliada por cromatofolha de silica RP-18.

FA1 FA2

FA1 ¢ a fragdo rica em alcaloide utilizando o eluente: isopropanol: dcido férmico: dgua (90:1:9) e FA2 ¢ a

fracdo rica em alcaloide utilizando o eluente: metanol: dgua (1:1). Ambas cromatofolhas foram reveladas por

Dragendorff.

A andlise das CCDs revelou que o eluente: isopropanol: dcido férmico: dgua
(90:1:9) foi a melhor fase movel, pois permitiu uma melhor separagdo entre os alcaloides.

Desta forma, para a purificacdo da FA foi utilizado cartuchos de Strata C18-E®
(55um, 70A) (8B-S001-Leg Allcrom), que foram conectados ao Manifold® a vécuo e
condicionados inicialmente com 10 mL de &4gua destilada e a seguir com 10 mL de

isopropanol. Em seguida introduziu-se a fracdo rica em alcaloide (129 mg) e esta foi eluida
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com 10 mL da mistura de isopropanol: 4cido férmico: dgua (90:1:9). Em seguida as fracdes
foram coletadas.

Foram obtidas 13 fragdes apds a purificagdo da FA por SPE e estas foram
analisadas por CCD. A fase mével utilizada foi BAW. As cromatofolhas foram reveladas na
camera de UV no comprimento de onda de 254 nm (Fig. 63A) e 366 nm (Fig. 63B) e a seguir
foi revelada por Dragendorff (Fig. 63C).

Figura 63. Cromatofolha de CCD das 13 fragdes obtidas apds a purificacdo da fragdo rica em

alcaloides por SPE avaliada pela fase mével BAW (butanol/dcido acético/dgua 4:1:5).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

(A) Placa revelada em camera de UV no comprimento de onda de 254 nm. (B) Placa revelada em camera de UV

no comprimento de onda de 366 nm. (C) Revelada com Dragendorff.

Na Figura 63 A observou-se a presenca de manchas fluorescentes, observadas sob a luz
de UV, em tom de azul da fracdo 1 até a fracdo 7. Na figura 63B observou-se a presenca de

manchas fluorescentes, observadas sob a luz de UV. As manchas fluorescentes em tom de
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azul foi observada da fracdo 3 até a fracdo 9 e as manchas fluorescentes em tom de rosa, foi
observada da fracdo 10 até a 13. Na figura 63C observou-se a presenca de alcaloides nas
fracdes de 1 a 7, onde o dragendorff revelou manchas em tom alaranjado. Assim, apds a
andlise da CCD as fracdes 8 e 9 foram reunidas, assim como as de 10 a 13. Foi calculado o

rendimento de cada fracdo e fracdes (Tabela 20).

Tabela 20. Calculo do rendimento (%) das fragdes obtidas apds a purificacao da fragao rica

em alcaloide pelo método de extragdo em fase sélida.

Fragdes Rendimento (%)

F1 5,42
F2 16,74
F3 12,86
F4 17,9
F5 19,06
F6 6,66
F7 1,62
F8-9 2,09
F10-13 3,02

A avaliacdo em CCD revelou que ndo houve uma separacdo satisfatoria desses
alcaloides, o que pode ser atribuido ao fato de os alcaloides fenantroquinolizidinicos ja
descritos para Boehmeria caudata apresentar grande semelhancga estrutural entre si, o que

dificulta sua separagdo.

8.1.2. Fracionamento da fracdo rica em alcaloides por cromatografia de
coluna classica

Este fracionamento foi baseado no artigo de Luo et al. (2003), com algumas
modificagdes.

Nesta metodologia foi usada uma coluna de vidro (1 cm de didmetro por 25 cm de
altura), sendo a fase estaciondria silicagel (14 g, Merck Millipore, Germany), onde no seu
topo foi aplicado a fracdo rica em alcaloide (massa = 181,8mg). A coluna foi eluida com os
gradientes de diclorometano/acetona (50:1, 25:1, 10:1, 5:1) até a fracdo 21, em seguida a

coluna foi eluida com diclorometano/metanol 2% até a fracdo 31 e em seguida a coluna foi



194

eluida com diclorometano/metanol 5% até a fracdo 50 e por fim, utilizou-se o eluente metanol
puro até a fragdo 57.

Em seguida as fracdes impares foram analisadas em CCD. A fase mével utilizada
foi BAW. As cromatofolhas foram reveladas sob a luz de UV no comprimento de onda de 254

nm (Fig. 64A) e 366 nm (Fig. 64B) e a seguir foi revelada por Dragendorff (Fig. 64C).

Figura 64. Cromatofolha de CCD das fracdes obtidas apds fracionamento da fracdo rica em

alcaloide avaliada pela fase mével BAW (butanol/dcido acético/dgua 4:1:5).

1357 91113 1517 19°'21 23 25 27 29 31 3335 37 3 43 45 47 4932 53 35 56

133791 131517 19°21 '23:25 17 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 32 53 35 56

c —

R o

13 579 1 13 15 17 19 21 23 2527 29 31 3335 37 39 41 43 45 4"95:535.‘56‘

Fase mével: BAW. (A) Placa revelada em cimera de UV no comprimento de onda de 254 nm. (B) Placa

revelada em camera de UV no comprimento de onda de 366 nm. (C) Revelada com Dragendorff.

Entre as fragdes 1 a 21, que foram eluidas com o gradiente de
diclorometano/acetona (50:1, 25:1, 10:1, 5:1), ndo foram observadas a presenca de manchas
acastanhadas depois de reveladas com o reagente Dragendorff. Entre as fragdes 23 a 33, as
quais foram eluidas com diclorometano/metanol 2%, também nao foram observadas tais
manchas. Entretanto, ap6s a eluicdo com diclorometano/metanol 5% (a partir da fragao 31),
observou-se a presenca de manchas acastanhadas com diferentes fatores de retencao.

Assim, ap6s a andlise da CCD, as fragdes de 43 a 49 foram reunidas e outra CCD

foi realizada, nas mesmas condicdes que a anterior, entres as fracdes 34 a 57 (Fig. 65).
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Figura 65. Cromatofolha de CCD das subfragcdes obtidas apds fracionamento da fragao rica

em alcaloide avaliada pela fase mével BAW (butanol/dcido acético/dgua 4:1:5).
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(A) Placa revelada em caAmera de UV no comprimento de onda de 254 nm. (B) Placa revelada em cdmera de UV

no comprimento de onda de 366 nm. (C) Revelada com Dragendorff.

Apo6s a andlise desta CCD as fracdes que continham Rf préximos foram reunidas
em 7 subfracdes (SF): subfracdo 1: 34 a 37; subfracdo 2: 38 a 42; subfracdo 3: 43 a 49;
subfracdo 4: 50 e 51; subfracao 5: 52; subfracdo 6: 53; subfracdo 7: 54 a 57.

A subfracdo 5: 52 por apresentar somente uma mancha e consequentemente um
possivel isolamento, esta subfracdo foi submetida a andlise de espectrometria de massas de
alta resolucdo. O resultado da subfra¢do 5 por HRESI-MS mostrou que nao havia somente um
alcaloide e sim os 7 alcaloides j4 descritos neste trabalho.

O rendimento das subfracdes foi calculado (Tabela 21).
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Tabela 21. Célculo do rendimento (%) das fragdes reunidas apds o fracionamento da fracao

rica em alcaloide em coluna classica.

Subfracées Massa (mg) Rendimentos (%)

SF1 34,1 18,83
SF2 15,0 8,28
SF3 7,0 3,86
SF4 3,6 1,98
SFS 26,1 14,41
SFé6 2,8 1,54
SF7 3,0 1,65

SF1: 34 a37; SF2: 38 a42; SF3: 43 a 49; SF4: 50 ¢ 51; SF5: 52; SF6: 53; SF7: 54 a 57

8.1.3. Fracionamento da fracio rica em alcaloides por fase-reversa

Para o fracionamento da FA foi utilizado um cartucho de Strata-X/Strata-XL®
(Neutral-Reversed Phase), que foi conectado ao Manifold® a vdcuo e condicionados
inicialmente com 10 mL de metanol p.a. e a seguir com 10 mL de dgua destilada. Em
sequéncia introduziu-se a frac@o rica em alcaloide (50 mg) e esta foi eluida com diferentes
gradientes da mistura de 4gua:metanol (10 mL). Para a mistura dgua:metanol 5% foi coletado
as fracOes 1, 2 e 3, para a mistura dgua:metanol 10% foi coletado as fracdes 4 e 5, para a
mistura dgua:metanol 20% foi coletado as fragdes 6 e 7, para a mistura dgua:metanol 30% foi
coletado as fracdes 8 e 9, para a mistura dgua:metanol 40% foi coletado as fracdes 10 e 11,
para a mistura dgua:metanol 50% foi coletado as fracdes 12, 13, 14 e 15 e para a mistura
agua:metanol 60% foi coletado as fracdes 16, 17 e 18. Para finalizar utilizou-se a mistura
metanol:acido férmico 2% e coletou as fragdes 19, 20, 21 e 22.

Em seguida as fracdes foram analisadas em CCD. A fase moével utilizada foi
BAW. As cromatofolhas foram reveladas sob a luz de UV no comprimento de onda de 254

nm (Fig. 66A) e 366 nm (Fig. 66B) e a seguir foi revelada por Dragendortf (Fig. 66C).
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Figura 66. Cromatofolha de CCD das fracdes obtidas apds fracionamento da fracdo rica em

alcaloide em fase reversa avaliada pela fase mével BAW (butanol/4dcido acético/dgua 4:1:5).

FA 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 FA

FA 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 FA

FA 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 FA

- = . -

(A) Placa revelada em cimera de UV no comprimento de onda de 254 nm. (B) Placa revelada em cAmera de UV

no comprimento de onda de 366 nm. (C) Revelada com Dragendorff.

Apo6s a andlise desta CCD as fracdes que continham Rf préximos foram reunidas
em 7 subfracdes (SF): subfracdo a: 1 a 6; subfracdo b: 7 e 8; subfracdo c: 9 a 11; subfragdo d:
12; subfracdo f: 13 e 14; subfracdo g 16 a 18; subfracdo h: 19 a 22. E em seguida outra CCD

foi realizada nas mesmas condicdes que a anterior (Fig. 67).
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Figura 67. Cromatofolha de CCD das subfracdes obtidas apds fracionamento da fracdo rica

em alcaloide em fase reversa avaliada pela fase mével BAW (butanol/dcido acético/dgua
4:1:5).

A

% 1 1 2k

FA 16 78 911 12 13-14 1518 1922 FA 16 78 911 12 13-14 1518 19-22 FA 16 78 911 12 13-14 1518 1922
R I (5= - 0 T S e N e e e i SN2

Fase mével: BAW. (A) Placa revelada em cdmera de UV no comprimento de onda de 254 nm. (B) Placa

revelada em cdmera de UV no comprimento de onda de 366 nm. (C) Revelada com Dragendorff.

Foi realizado o célculo do rendimento destas subfracdes e estdo representados na
Tabela 22.

Tabela 22. Célculo do rendimento (%) das fragdes reunidas apds o fracionamento da fracao

rica em alcaloide em fase reversa.

Subfracoes Massa (mg) Rendimentos (%)

SFa 4.4 8,8
SFb 7,0 14,0
SFc 12,8 25,6
SFd 13,2 26,4
SFe 2,1 4,2
SFf 2,3 4,6
SFg 7.0 14,0

SFa: 1 a6; SFb: 7 ¢ 8; SFc: 9 a 11; SFd: 12; SFf: 13 e 14; SFg: 15-18; SFh: 19 a 22

Este fracionamento ainda esta sob analise.
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8.2. ANALISE DA AUTOFLUORESCENCIA DA FRACAO RICA EM
ALCALOIDES POR ESPECTROFOTOMETRIA

A andlise da autofluorescéncia da FA foi avaliada através de espectrofotometria,
em colabora¢do com a Professora Dra. Anita Jocelyne Marsaioli e a P6s-Doutoranda Bruna
Zucoloto da Costa, do Laboratério de Biocatélise e Sintese Orgénica do Instituto de Quimica,
UNICAMP.

Foi analisado o diluente dimetilsulféxido (DMSO) e a FA nas concentracdes de
0,024; 0,24 e 2,4 mg mL" em espectrofotometro leitor de placas Enspire (Perkin-Elmer). Os
comprimentos de ondas de excitagdo e emissdo para fluorescéncia foram avaliados através de
varreduras espectrais.

Pensando na andlise da amostra em citometria de fluxo, foi avaliado espectro de
fluorescéncia da fracdo rica em alcaloides para saber se sua fluorescéncia poderia atrapalhar a
andlise do mecanismo de acdo da FA em citometria de fluxo. Assim, foram avaliados
diferentes comprimentos de onda de excitagdo previamente otimizados (dados nao
apresentados) e os seus respectivos comprimentos de onda de emissdo para cada uma das

condi¢Oes avaliadas como representados nas figuras 68 A e B.
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Figura 68. Espectro de emissao de fluorescéncia do DMSO (diluente) e de 0,024; 0,24 e 2,4
mg mL"' da fragdo rica em alcaloides, utilizando os comprimentos de onda de excitacio de

355 nm (A) e 370 nm (B).
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O resultado do espectro de fluorescéncia da FA apresentou um pico de
fluorescéncia préoximo do comprimento de onda de 400 nm e um segundo pico menor
préximo do comprimento de onda de 480 nm. Além disso, por esta andlise é possivel observar
que conforme a concentracdo da amostra diminui, menor € a sua fluorescéncia, sendo que na
concentracdo de 0,024 mg mL! praticamente ndo ha fluorescéncia. Desta forma, € possivel

trabalhar com concentragdes baixas de FA sem apresentar um falso positivo.

8.3. ANALISE DA AUTOFLUORESCENCIA DA FRACAO RICA EM
ALCALOIDES POR CITOMETRIA DE FLUXO

Pelo fato de que compostos que apresentam autofluorescéncia podem ser
excitados pelo laser e apresentarem resultados falso-positivo ou falso-negativo. Foi realizado

uma anélise preliminar da FA para avaliar sua autofluorescéncia
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A linhagem celular tumoral, NCI-H460, foi inoculada (ImL por compartimento)
em placas de 12 compartimentos, em uma densidade de inoculag¢do de 5x10* céls mL"' em
meio RPMI/5%SFB acrescido de 1% de penicilina/streptomicina. Apés 24h de incubacdo a
37°C em atmosfera imida com 5% de CO,, o meio foi aspirado e foram adicionados 1
mL/compartimento da FA nas concentra¢des 0,025; 0,25; 2,5 e 25 pg mL™!. Como controle
negativo foram utilizadas apenas células e meio de cultura RPMI contendo 0,25% de DMSO,
diluente dos compostos.

A leitura em citometro de fluxo foi realizada no tempo de 24 horas apds a adi¢ao
da FA. Apés este periodo de tratamento, o meio foi coletado em tubo de centrifuga com
tampa de 15 mL, os compartimentos foram lavados com PBS e as células aderidas foram
desprendidas com auxilio de 200 pL de tripsina, sendo posteriormente inibidas com 1000 pL
de meio. As células soltas foram coletadas e o tubo levado a centrifuga por 5 min. a 2500 rpm.
O sobrenadante foi descartado e 200 uL do pellet celular foi analisado em citémetro de fluxo
(2000 eventos adquiridos).

A excitacdo foi realizada por um laser de argbnio de operacdo a 488 nm. A
fluorescéncia foi avaliada em grafico de dotplot para os comprimentos de onda do verde
(525/30 nm) amarelo (583/26 nm) e vermelho (680/30 nm).

A autofluorescéncia das concentracdes de 0,025; 0,25 e 2,5 de FA no periodo de

24 horas estdo representadas na figura 69.
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Figura 69. Grificos da andlise da autofluorescéncia da fracdo rica em alcaloide nas

concentracdes de 0,025; 0,25 e 2,5 ug mL ™" na linhagem de NCI-H460 por 24 horas.
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DMSO: Controle negativo com 0,25% de dimetilsulféxido (diluente). FA: fracdo rica em alcaloide. * p<0,05, **
p<0,01 e *** p<0,001, grupo tratado estatisticamente diferente do grupo controle negativo (Two way ANOVA —
seguido pelo teste Bonferroni)
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Até a intensidade de fluorescéncia até 10" HLog corresponde a autofluorescéncia
das préprias células (Hulspas et al., 2009). Acima de 10" é considerado autofluorescéncia da
amostra. Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos e o controle negativo para

nenhum dos comprimentos de onda analisados.

8.4. PROTOCOLO DA SOLUCAO DE TAMPAO FOSFATO EM SALINA
DE DULBECCO (D-PBS)

A solugdo de tampdo fosfato em salina de Dulbecco foi realizada conforme o
protocolo descrito por Dulbecco e Vogt (1954) e estd apresentado na Tabela a seguir (Tabela

23):

Tabela 23. Solucdo de tampao fosfato em salina de Dulbecco.

Sais (P.A.) Gramas Volume

Cloreto de calcio dihidratado (CaCl,.2H,0)* 0,133 Dissolver a em 100 ml
Cloreto de magnésio hexahidratado (MgC12.6HzO)b 0,1 Dissolver b em 100 ml
Cloreto de potassio (KCI)® 0,2

Fosfato de potéssio monobdasico (KH,PO4)* 0,2

Dissolver todos ¢ em 800 ml

Cloreto de sodio (NaCl)* 8,0

Fosfato de sodio dibdsico (Na,HPO,)* 1,15

As solugdes a, b e ¢ foram autoclavadas em frascos separados a 121°C por 30

minutos e em seguida as solucdes foram unidas em um tunico frasco e armazenadas a 4°C

8.5. HISTOGRAMAS REPRESENTATIVOS DO CONTEUDO DE DNA EM
CELULAS NCI-H460

A seguir encontra-se a figura 70 com o histograma representativo das fases do
ciclo celular em células de adenocarcinoma de pulmao, tipo ndo pequenas células tratadas

com DMSO (0,25%) e 0,0025 e 0,025 g mL™" de FA nos tempos de 24 e 48 horas.
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Figura 70. Histograma representativos do contetido de DNA em células NCI-H460 marcadas
com iodeto de propideo.
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DMSO: Controle negativo com 0,25% de dimetilsulféxido (diluente). FA: fragdo rica em alcaloide. Marrom:
Sub-G1, rosa: G1, verde: S, azul: G2/M.

8.6. HISTOGRAMA REPRESENTATIVO DE CELULAS NCI-H460
MARCADAS COM ANEXINA-PE E 7-AAD

A marcacdo das células por Anexina V-PE e 7-AAD permite a obten¢do de quatro
diferentes resultados representados na figura 71. As figuras 72, 73 e 74 apresentam os
resultados obtidos apds o tratamento com DMSO (0,25%) e 0,025; 0,25 e 2,5 pg mL" de FA
em células de adenocarcinoma de pulmao, tipo nao pequenas células (NCI-NH460), nos

tempos de tratamento de 12, 24 e 36 horas, respectivamente.



Figura 71. Representacido esquemadtica dos quadrantes do grafico de apoptose.
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Anexina-PE (-) 7-AAD (-): células ndo marcadas que indicam as células vidveis; Anexina-PE (+) 7-AAD (-):
células marcadas por anexina V-PE que indicam exposi¢do de fosfatilserina no inicio do processo de morte
celular programada com integridade de membrana; Anexina-PE (+) 7-AAD (+): células duplamente marcadas
indicam marcag@o da fosfadilserina com permeac¢do da membrana plasmdtica; Anexina-PE (-) 7-AAD (+):

células marcadas por 7-AAD indicam células ndo vidveis.

Figura 72. Histograma representativo de células NCI-H460 marcadas com anexina-PE e 7-

AAD no tempo de 12 horas de tratamento.
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DMSO: Controle negativo com 0,25% de dimetilsulf6xido (diluente). FA: fracdo rica em alcaloide.



Figura 73. Histograma representativo de células NCI-H460 marcadas com anexina-PE e 7-

AAD no tempo de 24 horas de tratamento.
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DMSO: Controle negativo com 0,25% de dimetilsulféxido (diluente). FA: fracdo rica em alcaloide.
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Figura 74. Histograma representativo de células NCI-H460 marcadas com anexina-PE e 7-

AAD no tempo de 36 horas de tratamento.
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DMSO: Controle negativo com 0,25% de dimetilsulféxido (diluente). FA: fracdo rica em alcaloide.



208

9. ANEXO
9.1. Autorizacao de acesso e de remessa de componente do patrimonio genético

- CNPq

Autorizac&o de Acesso e de Remessa de
Componente do Patrimanio Genético

0 Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico - CNPq, nos termos Deliberagéo 246/2009, do
Conselho de Gestdo do Patimonio Genético, autoriza a
instituicdio identificada no verso deste documento a acessar
e remeter componente do Patrimonio Genético com a
finalidade de pesquisa clientifica.

Brasilia, 05 de Dezembro de 2012

Paulo Sergio Lacerda Beirao
Diretor de Ciéncias Aararias, Bioldoicas & da Salde
PO 161/2010

Processo: 010672/2012-5

Validade: 05/12/2012 a 20/11/2015

Instituicao: UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
CNPJ: 460.684 250/0001-33

Pesquisador: Jo&o Emesto de Carvalho

CPF: 012.410.818-08

RG: 4335875 - SSF/ 5P

Para visualizar a versdo digital da Autonzacéo de Acesso e
de Remessa de Componente do Patriménio Genético, V.5a
poderd utilizar a ferramenta disponibilizada pelo CNPq para
esse fim na pagina

http dservicosweb.cnpg brivisualizadar/</a> e informar o
ntimero do protocolo 9398587 880866452 para recuperé-la
do banco de dados do CNFPg

9.2. Comités de ética
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UNICANMP

CEUA/Unicamp

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Teste de toxicidade aguda dos extratos

brutos, fracdes e principios ativos da Boehmeria caudata via oral e

intraperitonial™ (protocolo n°® 3440-1), sob a responsabilidade de Prof. Dr. Jodo
Ernesto de Carvalho / Paula Pereira de Paiva, estd de acordo com os

Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislacéo
vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, e 0 DECRETO N° 6.899, DE 15
DE JULHO DE 2009.

A aprovacgao pela CEUA/UNICAMP néo dispensa autorizagdo prévia junto
ao IBAMA, SISBIO ou CiBio.

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 07 de julho de
2014.
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# Campinas, 07 de julho de 2014.
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Prof. Dr. AleffZandre Leite Rodrigues de Oliveira Fatima Alonso
Presidente Secretaria Executiva
CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br

13083-970 Campinas, SP - Brasil hitp://www.ib.unicamp.br/ceea/
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Avaliacdo da atividade anticdncer dos

extratos brutos, fracdes e principios ativos da Boehmeria caudata Sw. sobre

o modeio de Tumor Sdélido de Ehrlich™ (protocolo n° 3441-1), sob a

responsabilidade de Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho / Paula Pereira de

Paiva, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal
adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SBCAL) e com a legislacéo vigente, LEI N° 11.794, DE 3 DE OUTUBRO DE
2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, e 0
DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2008.

A aprovacio pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizagdo prévia junto
ao IBAMA, SISBIO ou CiBio.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 07 de julho de
2014.

/// Campings, 07 de julho de 2014.
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Prof. Dr. A/lexargfdre Leite Rodrigues de Oliveira Fatima-Alonso

Presidente Secretéria Executiva
CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br

13083-970 Campinas, SP — Brasil hitp:/Awww.ib.unicamp.br/ceea/
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Avaliacio da atividade anticincer das
fracdes e principios ativos da Boehmeria caudata Sw. sobre o modelo de

Tumor Sélido de Erlich. Programa de Pés-graduacio em Biologia Celular e
Estrutural” (protocolo n° 3036-1), sob a responsabilidade de Prof. Dr. Joio

Ernesto de Carvalho / Paula Pereira De Paiva, estd de acordo com os

Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislagao
vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15
DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 1°. de abril de 2013.

Canipinas, 1°. de abril de 2013,
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L/Profa. Dra. Ana Maria‘A. Guaraldo Fatima Al
Presidente Secretaria Executiva
CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br

13083-970 Campinas, SP — Brasil http://www.ib.unicamp.br/ceea/
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Atividade antiinflamatéria_dos extratos

brutos, fracoes e principios ativos da Boehmeria caudata Sw. em modelo de

edema de pata por carragenina” (protocolo n® 3390-1), sob a responsabilidade

de Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho / Paula Pereira De Paiva, estad de

acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL) e com a
legislacao vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15
DE JULHO DE 2009. .

A aprovacéo pela CEUA/UNICAMP néo dispensa autorizagdo prévia junto
ao IBAMA, SISBIO ou CiBio.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 28 de agosto de
2014.

Campinas, 28 de agosto de 2014.
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Prof. Dr/ Alexandre Leite Rodrigues de Oliveira Fatima Alonso

Presidente Secretaria Executiva
CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br

13083-970 Campinas, SP — Brasil ' http://www.ib.unicamp.br/ceea/
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Avaliacdo do potencial antiinflamatério dos

extratos brutos, fracdoes e principios ativos de Boehmeria caudata Sw. em

modelo de edema de orelha induzida por éleo de créton" (protocolo n® 3391-

1), sob a responsabilidade de Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho / Paula

Pereira De Paiva, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio
Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL) e com a legislacdo vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE
OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

A aprovagéo pela CEUA/UNICAMP néo dispensa autorizagao prévia junto
ao IBAMA, SISBIO ou CiBio.

O projeto foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - 28 de agosto de 2014.

Campinas, 28 de agosto de 2014.

N :
Prof. Dr. Aléxandre Leite Rodrigues de Oliveira Fatima Alonso

Presidente Secretéaria Executiva
CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 . E-mail: comisib@unicamp.br

13083-970 Campinas, SP — Brasil http://www.ib.unicamp.br/ceea/
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