Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
UNESP
Instituto de Biociéncias (I1B)
Campus de Botucatu

«Avaliacao da atividade antiproliferativa dos extratos de

Croton urucurana Baillon”

LARISSA SHIOZAWA

Orientador: Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho
Divisao de Farmacologia e Toxicologia — CPQBA - Unicamp

Botucatu — SP
-2011-



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE

Shiozawa, Larissa.

Avaliacdo da atividade antiproliferativa dos extratos de Croton urucurana
Baillon / Larissa Shiozawa. — Botucatu : [s. n.], 2011

Trabalho de conclusao de curso (bacharelado - Ciéncias Bioldgicas) -

Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias de Botucatu
Orientador: Jodo Ernesto de Carvalho

Capes: 40302008

1. Croton (Botanica). 2. Cancer. 2. Farmacognosia.

Palavras-chave: Atividade antiproliferativa; Cancer; Croton urucurana Baillon.




RESUMO

O termo cancer refere-se a um conjunto de doencas que atingem e matam
milhdes de pessoas em todo o mundo. Esta doenca € caracterizada pela proliferacdo
descontrolada de células que ndo respondem mais aos estimulos externos e internos que
controlam a proliferacdo, diferenciacdo e morte celular. O aumento da expectativa de
vida da populacdo é um dos fatores que contribuem para a crescente incidéncia de
cancer no mundo ja que o desenvolvimento desta doenca esta relacionado com o
envelhecimento do organismo. O céancer € a segunda maior causa de morte na
populacdo mundial e diante de tal indice, fica clara a necessidade de desenvolvimento
de novos quimioterapicos. Cerca de 60% das drogas anticancer sdo derivadas de
produtos naturais, demonstrando assim o0 grande potencial destes produtos no
desenvolvimento de novas drogas anticancer. Este projeto teve como objetivo avaliar a
atividade anticancer dos extratos brutos e fragdes obtidas da espécie vegetal Croton
urucurana Bailon. Os extratos brutos diclorometanico (EBD) e etandlico (EBE) foram
avaliados em ensaio de citotoxicidade in vitro em cultura de células tumorais humanas.
Os dois extratos apresentaram atividade in vitro, porém somente o EBD foi submetido
ao processo cromatografico de fracionamento, sendo as fragGes obtidas deste processo
submetidas ao teste antiproliferativo in vitro. O EBD também foi utilizado para avaliar
sua atividade em modelo de tumor sélido de Ehrlich. Neste teste, esse extrato
apresentou inibicdo do crescimento tumoral apenas com a menor dose. Como o EBE
também apresentou atividade antiproliferativa in vitro, € importante dar continuidade
aos estudos com este extrato, com o0 objetivo de avaliar sua atividade em modelos

experimentais in vivo.

INTRODUCAO




Ha& mais de cinco milénios, a humanidade faz uso de plantas com fins
terapéuticos para o tratamento de inimeras doengas. Atualmente, estima-se que existam
aproximadamente 300.000 espécies de plantas superiores, sendo que 1% sao utilizadas
como fonte de alimento e cerca de 10-15% sdo usadas com finalidades medicinais
(Phillipson, 1994; Wang et al, 2007). O interesse em se estudar o potencial das plantas
como fonte de novas drogas é grande e oferece um amplo campo para estudos
cientificos. As plantas tém sido uma das maiores fontes de novos compostos com
atividade farmacoldgica e tém servido como base para diversas drogas sintéticas
(Balunas & Kinghorn, 2005), demonstrando assim a importancia da diversidade vegetal
para a obtencdo de novas moléculas. Os produtos naturais tém sido utilizados para o
tratamento de diversas doencas e desenvolvimento de novos farmacos em fase clinica,
especialmente nas areas de oncologia e terapéutica anti-hipertensiva, e tém despertado
interesse em se descobrir os mecanismos farmacoldgicos envolvidos na atividade desses
produtos (Schmidt et al, 2008; Rishton, 2008; Butler, 2008).Somente uma pequena
fracdo destas plantas tem sido explorada nas pesquisas médicas para verificar suas
atividades terapéuticas (Jachak & Saklani, 2007).

Cerca de 63% do total de farmacos anticancer utilizados sdo originados de fontes
naturais ou compostos sintéticos ou semi-sintéticos baseados em produtos naturais
(Newman e Cragg, 2009).

E importante ressaltar a relevancia do incentivo & expansio da investigacdo da
natureza como fonte de novos compostos ativos que possivelmente servirdo de base
para a elaboracdo de drogas para as enfermidades humanas. Reitera-se o constante
desafio de desenvolvimento de terapias que sejam duplamente efetivas e com alta
especificidade para as células cancerosas ou tecido tumoral (Newman & Cragg, 2007).

Os possiveis compostos e principios ativos devem, idealmente, ser seletivos para as



celulas cancerosas, ndo atuando sobre as células normais, ndo causar toxicidade, ter
efeitos colaterais minimos ou inexistentes e ndo interferir em eventuais outras terapias
utilizadas no tratamento (Dinaway et al, 2004)

O céncer ¢ a segunda causa de morte mais comum no mundo, perdendo somente
para as doencas cardiovasculares (Reddy et al, 2003). A doenca € caracterizada por uma
série de alteracBes que podem originar mais de 100 doencas, incluindo tumores
malignos de diversas localizagdes (Brasil, 2010). Inicia-se, na grande maioria, por
alteracGes genéticas, sendo as mutacfes somaticas a base para a geracdo de um céncer
(Alberts et al, 2004). Uma das caracteristicas mais fundamentais das células cancerosas
envolve sua capacidade de sustentar a proliferacdo cronica. Os tecidos normais
controlam a producdo e a liberacdo de sinais promotores de crescimento que levam ao
crescimento das células e progressao do ciclo celular, garantindo assim a homeostasia
da quantidade das células e manutencdo das funcdes e arquitetura dos tecidos normais.
As ceélulas cancerosas desregulam estes sinais e conseguem controlar os sinais de
proliferacdo celular (Hanahan & Weinberg, 2011), além disso, tendem evitar os
processos de apoptose e diferenciacdo, sdo geralmente instaveis, deficientes no reparo
de danos no DNA e na correcéo de erros de replicacdo, tendendo a acumular mutacdes.
Sé&o invasivas, sobrevivendo e proliferando em novos ambientes, produzindo metastases
e angiogénese auto-sustentada. (Alberts et al, 2004; Brown & Attardi, 2005; Fadeel &
Orrenius, 2005). Outras caracteristicas do cancer sdo: desequilibrio da energética
celular, promocdo da inflamacdo tumoral, e evitam a destruicdo pelo sistema
imunoldgico (Hanahan & Weinberg, 2011).

Cerca de 80-90% dos casos de cancer estdo associados a fatores ambientais tais

como o tabagismo, exposicao excessiva ao sol e alguns tipos de virus. Além disso, o



envelhecimento acarreta mudancas nas células que aumentam a susceptibilidade a
alteragdes malignas (Brasil, 2011).

No Brasil, as estimativas para 0 ano de 2012 serdo validas também para o ano de
2013 e apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de cancer,
incluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma, o que reforca a magnitude do
problema do céncer no pais. Os tipos mais incidentes serdo os canceres de pele ndo
melanoma, prostata, pulmao, colon e reto e estbmago para 0 sexo masculino; e 0s
canceres de pele ndo melanoma, mama, colo do Utero, cdlon e reto e glandula tiredide
para o sexo feminino (Brasil, 2011).

A pesquisa por novos agentes de origem vegetal tem obtido sucesso,
acompanhada de um significativo aumento nos investimentos nessa area. Nos ultimos
cinglienta anos a pesquisa de novas drogas anticancer introduziu na terapéutica cerca de
200 drogas (Kamb et al, 2007), com aproximadamente 70 com amplo uso clinico.
Alguns exemplos de farmacos anticAncer derivados de plantas obtidos através de
triagens clinicas na oncologia nos ultimos anos sdo: vinblastina, vincristina, vinorelbina,
etoposida, teniposida, paclitaxel, docetaxel, topotecan, irinotecan, flavopiridol,
rohutikine, combretastatin e homoharringtonine (Lee, 1999; Cragg & Newman, 2009).

Para as pesquisas de novas drogas anticancer, o aprimoramento da metodologia
de cultura de células permitiu o cultivo e manutencao de diversas linhagens celulares
oriundas de diversos tumores humanos, possibilitando o desenvolvimento de
metodologia para a triagem in vitro. O National Cancer Institute (NCI, Estados Unidos)
mantém, com o objetivo de buscar novos compostos que reduzam a proliferacdo de
células tumorais humanas, um painel de células cancerigenas com inimeras linhagens
oriundas de oito tipos de tumores sélidos (pulm&o, melanoma, mama, rim, colon,

prostata, ovario e cérebro) e do sistema hematopoiético (leucemia). Essa metodologia de



ensaio antiproliferativo in vitro permite a avaliacdo de extratos e principios ativos em
diversas células neoplésicas e ndo neoplasicas, possibilitando a descoberta de drogas
com maior especificidade. Conta ainda com a maior rapidez e eficiéncia do método, que
avalia um namero grande de drogas em um curto periodo de tempo (Rubistein et al,
1990. Além disso, as metodologias utilizadas nestes testes in vitro sdo amplamente
estabelecidas, utilizam pequenas quantidades de amostras em cada teste, com custos
relativamente baixos, por possibilitarem um elevado nimero de repeti¢des, além da facil
interpretacdo dos resultados(Hartung & Daston, 2009).

Células em cultura, entretanto, encontram-se em condicdes artificiais, ndo
fisiologicas (como por exemplo, ndo sdo reproduzidas a temperatura dos animais € a
concentracdo dos eletrolitos sanguineos das espécies). Além disso, as densidades
celulares em culturas sdo menos que 1% quando comparadas com as densidades do
tecido dos animais (Hartung & Daston, 2009). Geralmente, as células em cultura se
proliferam de forma bem mais rapida do que o fariam in situ, de modo que uma das
preocupacdes deste tipo de ensaio se refere a correlagdo entre os resultados de ensaios
proliferativos com aqueles provenientes de testes in vivo e também na habilidade de
predizer a atividade das drogas em pacientes (Fernando et al, 2006). A etapa
fundamental no desenvolvimento de uma droga anticancer ¢ a comprovagdo de sua
atividade em modelos experimentais in vivo, e desta forma, associada ao trabalho
desenvolvido in vitro, é possivel prosseguir com eventuais estudos clinicos.

Diante desta perspectiva, foi utilizado neste projeto, 0 modelo murino de tumor
solido de Ehrlich, uma neoplasia de camundongos, transplantavel, originario de um
adenocarcinoma de mama (Ehrlich, 1906). Quando inoculado na cavidade abdominal,
as celulas tumorais crescem na sua forma ascitica, desenvolvendo uma carcinomatose

peritoneal, com grande acumulo de fluido no abdome (ascite). O tumor de Ehrlich na



forma sdlida, por sua vez, apresenta-se como uma massa palpavel e de consisténcia
firme. O modelo de tumor de Ehrlich na forma sélida permite uma anéalise da atividade
anticancer sistémica da amostra, 0 que geralmente ndo acontece na forma ascitica deste
modelo ja que a administracdo dasubstancia teste ocorre quase sempre por via
intraperitoneal e as células tumorais encontram-se nesta cavidade (Nascimento et al,
2006). Com isso, a triagem de possiveis novas drogas anticancer torna-se mais eficaz
devido a presenga de um “sistema de modelos”, que ¢ composto por diferentes modelos
tumorais experimentais, com a finalidade de selecionar o maior nimero possivel de
drogas com acdo anti-neoplasica (Suggitt et al, 2005).

Uma das vantagens na utilizacdo do modelo tumoral de Ehrlich é a possibilidade
da padronizacdo do numero de células a serem inoculadas nos animais, tanto para o
crescimento na forma ascitica como solida, pois as células presentes no fluido ascitico
podem ser facilmente quantificadas (Matsuzaki, 2004). Apesar das vantagens e
conveniéncias de estudos in vitro, e da relevancia dos estudos in vivo, ambos néo
revelam diretamente 0s possiveis mecanismos de acdo de compostos ativos (Harvey &
Cree, 2010). Desse modo, faz-se necessario o uso de técnicas adicionais pra predizer ou
confirmar o alvo de acdo das moléculas de interesse.

A partir do conhecimento popular sobre os efeitos terapéuticos de uma planta, €
necessario que haja comprovacao cientifica de seus efeitos. Assim, partindo-se da planta
in natura, busca-se a identificacdo e isolamento dos principios ativos existentes na
planta, ou seja, 0s compostos que de fato atribuem & planta os efeitos terapéuticos. E a
partir dessa etapa que se destaca a fitoquimica, area intermediaria entre quimica
organica e bioquimica de plantas, que tem por objetivo conhecer os constituintes

quimicos de espécies vegetais ou avaliar sua presenca (Simdes et al, 2004).



Atualmente, a divisdo de Farmacologia e Toxicologia, do CPQBA/Unicamp,
coordena um projeto que avalia a atividade anticAncer de diversos extratos e fragdes
obtidos de vegetais. Dentre as espécies incluidas nessa triagem inicial, encontram-se
duas espécies do género Croton, C. campestris St. Hill. e C. urucurana Baillon, das
quais C. campestris St. Hill. foi escolhida como objeto de estudo de uma dissertacdo de
mestrado, enquanto C. urucurana Baillon foi a espécie estudada no presente projeto.

O género Croton é um dos maiores da familia Euphorbiaceae, e abrange cerca de
1300 espécies de ervas, arbustos e arvores distribuidas entre as Américas e a Asia. Os
extratos obtidos de varias espécies do género Croton, como C. urucurana Baillon, C.
draconoides Mill. Arg. e C. lechleri Mull. Arg., sdo utilizados como remédios por
muitos povos indigenas, devido aos seus poderes de cura de diversos males (Simionatto
et al.,2007). Quando os troncos da Croton urucurana Baillon e de outras espécies do
género Croton sdo cortados verticalmente, com cortes em forma de “v” (corte “espinha
de peixe”), ha a liberacdo de um latex de cor avermelhada e por isso sdo conhecidos
popularmente como “Sangra d’agua” ou “Sangre de Grado”. O latex em geral, apresenta
baixa toxicidade e sua composi¢do quimica varia de acordo com as espécies e a
localizacdo geografica (Jones, 2003). O latex da especie Croton urucurana Baillon é
utilizado como cicatrizante (Peres et al, 1998), apresenta atividade antifungica (Gurgel
et al, 2005) assim como os extratos metandlicos do tronco e das folhas também possui
efeito antibacteriano (Peres et al, 1998; Oliveira et al, 2008); além destas atividades,
alguns efeitos também ja foram comprovados tais como antiproliferativo (Sandoval et
al, 2002), imunomodulador e antiinflamatdrio (Risco et al, 2003).

A espécie Croton urucurana Baillon (Figura 1) € uma arvore comumente
encontrada no Paraguai, no norte da Argentina, sul do Brasil e Uruguai. A espécie

possui um amplo uso popular para o tratamento de cicatrizacdo de Ulceras e feridas,



tratamento de reumatismo, dor, diarréia e cancer (Hartwell, 1969; Bettolo and Scarpati,
1979; Hartwell, 1982; Itokawa et al, 1991; Chen et al, 1994;Ubillas et al, 1994; Peres et
al, 1998). Investigagbes experimentais demonstraram propriedades antivirais,
antidiarréicos, antibacterianos, antifungicos, antioxidante e antinociceptivo do latex da
espécie C. urucurana Baillon (Peres et al, 1998; Gurgel et al, 2001; Orlandi-Mattos et
al, 2002; Dalbo et al, 2005; Gurgel et al, 2005; Salatino et al, 2007).

No estado de Mato Grosso, esta espécie € muito utilizada para o tratamento de
problemas do trato genital, tanto feminino (desordens, feridas, inflamacdo e cistos)
quanto masculino (prostata). Além destes usos, a espécie também ¢é utilizada para o

tratamento de gastrite, Ulcera estomacais, hemorroidas e dores nas pernas (Rieder et al,

2011).

Figura 1: Croton urucurana Baillon. A) Detalhe das folhas e da inflorescéncia. B) Espécie na
CPMA.



Estudos fitoquimicos revelam que os principais constituintes quimicos presentes
nos extratos metandlicos do tronco da espécie sdo campesterol, beta-sitosterol (e seus
glicosideos), estigmasterol, acido acetil-areulitdlico, proantocianidinas, catequinas e
galocatequinas (Peres et al, 1997, 1998).

Uma vez que a espécie Croton urucurana apresenta diversos usos tradicionais e
atividades biol6gicas importantes reportados para o latex e extratos das cascas do caule,
aliado a auséncia de estudos da atividade anticancer dos extratos obtidos a partir das
folhas, este projeto teve como finalidade avaliar o potencial antiproliferativo das folhas
desta espécie vegetal, em cultura de células tumorais (in vitro) e também em modelo

murino de tumor sélido de Ehrlich.

OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar a atividade antiproliferativa in vitro e in vivo dos extratos brutos e

fracOes obtidos a partir de folhas de Croton urucurana.

Objetivos Especificos

e Coleta do material vegetal (folhas de C. urucurana) no Campo de cultivo
experimental do CPQBA,;

e Obtencdo de extratos brutos da espécie C. urucurana;

e Auvaliacdo de atividade antiproliferativa dos extratos brutos em cultura de células
tumorais;

e Fracionamento do extrato que apresentar melhor atividade anticancer in vitro;

e Avaliacdo de atividade antiproliferativa das fracGes em cultura de células

tumorais humanas;



e Avaliagdo da atividade anticancer do extrato bruto com atividade
antiproliferativa in vitro mais promissora no modelo in vivo de tumor sélido de

Ehrlich.

MATERIAIS E METODOS

1. Metodologia Fitoquimica
1.1. Coleta do material vegetal

As folhas de C. urucurana foram coletadas no dia 28 de marco de 2011, no
campo de cultivo experimental do CPQBA, com o auxilio do bi6logo Benicio Pereira da
Divisdo de Agrotecnologia. A espécie vegetal esta catalogada na Cole¢cdo de Plantas
Medicinais e Aromaticas (CPMA), do CPQBA/Unicamp, sob nimero CPMA 2243.

As folhas foram secas em estufa ventilada (40°C, por 48 horas) e posteriormente

moidas em moinho de facas (MR — Manesco Raniere LTDA, tipo MM R-320).

1.2. Obtencéo dos extratos brutos

A obtencdo dos extratos brutos (extratos diclorometanico e etandlico) foi
realizada na Divisdo de Fitoquimica, do CPQBA, sob orientacdo da Dra. Mary Ann
Foglio.

As folhas secas e moidas foram submetidas a extracdo por maceracdo dinamica
(método de extracdo fisico a frio) com diclorometano (CH,CI,) na propor¢do de 1:5
(p/v) de planta:solvente, durante uma hora e meia, por 3-6 vezes consecutivas (Figura 2
). Os filtrados foram reunidos e evaporados sob vacuo, no equipamento Rotavapor (R
215 Bichi), Figura 3, a 37°C até a completa eliminacdo do diclorometano, obtendo-se

dessa forma o extrato bruto diclorometanico (EBD).



Figura 2: Macerador dinamico Figura 3: Rotaevaporador

O residuo vegetal deste processo foi retomado em etanol (EtOH) 95%
(proporcao 1:5 (p/v), planta: solvente) e extraido novamente por 3-6 vezes, de uma hora
e meia cada periodo. O solvente organico (etanol) foi evaporado em Rotavapor para sua
eliminacdo completa, e a seguir o residuo foi liofilizado (BT. 8xL Virtis Sentry TM),
fornecendo o extrato bruto etanélico (EBE). Estes procedimentos estdo esquematizados

na Figura 4.

Os rendimentos das extracdes foram calculados [(massa de extrato obtida/massa
de planta seca utilizada)x100] e aliquotas de 5-10mg de cada extrato bruto obtido foram
separadas para o teste in vitro, em cultura de células tumorais humanas. O extrato que
apresentou melhor atividade antiproliferativa nos testes in vitro foi submetido ao

processo de fracionamento.



Material vegetal seco
1:5 (planta:solvente)

Moagem
Maceracdo dindmica com diclorometano

Filtracdo

Evaporagéo a vacuo

Extrato bruto
Residuo vegetal diclorometanico
(EBD)

Maceracdo dindmica com etanol 95%
Filtracdo
Evaporacgdo a vacuo

Extrato bruto
etandlico
(EBE)

Figura 4: Fluxograma de obtencéo dos extratos brutos diclorometanicos e etanélicos de C.

urucurana.

Foram realizadas no total, trés extragdes seguindo o procedimento descrito
anteriormente, porém utilizando-se a cada extracdo quantidades (massas) diferentes da

planta. Na tabela 1, estdo representadas as massas e 0s volumes dos solventes utilizados.

Tabela 1: Massas e volumes utilizados em cada extracao

Massa da planta (g) Volume (mL) solvente
(CH,Cl, e EtOH)
Primeira extragao 25 125
Segunda extragao 20 100
Terceira extragao 100 500

1.3. Fracionamento



O extrato bruto diclorometanico (EBD) foi fracionado por cromatografia em
coluna filtrante utilizando silicagel (Silica gel 60- 0,063-0,200mm; Merck KGaA) como
fase estacionaria, na proporcdo de 1:10 (p/p, extrato : silica) empacotada em Funil de
Buchner e foram utilizados 50 ml de cada fase movel, iniciando-se a eluicdo com
Hexano/Diclorometano na porpor¢do 9:1, e aumentando-se gradualmente a polaridade
pela adicdo de diclorometano até 100% e posteriormente de Metanol até 10%.

Através da Cromatografia de Camada Delgada (CCD), foram verificadas o perfil
das fragOes obtidas para comparar com o perfil do extrato bruto diclorometéanico. Na
CCD foi utilizada como fase mével a mistura de Diclorometano/1%Metanol, como fase

estacionaria foi utilizada a placa de silica e o revelador utilizado foi o Anisaldeido.

2. Ensaios Farmacologicos in vitro
2.1. Ensaio para a determinacdo da atividade anticancer in vitro em cultura de
células tumorais humanas
2.1.1. Linhagens celulares

As linhagens celulares utilizadas foram cedidas pelo NCI (National Cancer
Institute) ao CPQBA/ Unicamp, para a triagem da atividade anticAncer (Tabela 2),
seguindo o protocolo elaborado por essa instituicdo (Monks et al , 1991). Além das
linhagens tumorais citadas na Tabela 2, outro tipo de linhagem é utilizada nos testes in
vitro para verificar a atividade antiproliferativa da amostra: a HaCat representa os
queratindcitos humanos que sdo linhagens de células normais. As células foram
cultivadas em 5mL RPMI 1640 (Gibco®) suplementado com 5% de soro fetal bovino
(SFB — Gibco®), a 37°C, em atmosfera imida com 5% CO,. Quando a monocamada
celular atingiu cerca de 80% de confluéncia, as linhagens foram repicadas sob
condigdes estéreis. Rotineiramente, dois frascos de cada linhagem celular foram sempre

mantidos em cultura.



Tabela 2: Linhagens tumorais humanas utilizadas no teste in vitro

Tipo celular Nome DI (*10” células/mL)
Leucemia K562 4,0
Mama MCF-7 6,0
Ovaério resistente NCI/ADR-RES 5,0
Pulméo NCI-H460 4,0
Melanoma UACC 62 5,0
Prostata PC-3 5,0
Célon HT-29 4,0
Glioma U251 5,0
Rim 786-0 4,5
Ovario OVCAR-3 7,0

DI: densidade de inoculacdo das linhagens celulares

2.1.2. Atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais humanas

No teste da atividade antiproliferativa, as células (linhagens tumorais) foram
incubadas em placas de 96 compartimentos (100 pl/compartimento), em meio
RPMI/SFB/PEN-STREP (meio RPMI acrescido de soro fetal bovino e os antibidticos
penicilina e streptomicina), nas respectivas densidades de inoculacdo (Tabela 2),
determinadas pela Divisdo de Farmacologia e Toxicologia (CPQBA — Unicamp). Uma
placa Ty, contendo as 10 linhagens, foi utilizada como controle da quantidade de células
no momento da adicdo das amostras. Apds esta etapa de plaqueamento celular, as placas
foram incubadas em estufa por 24 horas, a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2 e em
ambiente Umido, para posterior adicdo das amostras a serem testadas.

As amostras foram diluidas em dimetilsulfoxido de sodio (DMSO) na proporcao
1:10 (1mg amostra: 10 uL DMSO). Para a adigdo na cultura de células, estas solucdes
foram diluidas pelo menos 400 vezes em RPMI/5%SFB/PEN-STREP, para evitar a
toxicidade do DMSO. A placa controle T, foi fixada pela adicdo de 50
pL/compartimento de 4cido tricloroacético 50% (TCA) para determinacdo da

quantidade de proteinas, 24hs apos o plagueamento das células (ou seja, no momento da



adicdo das amostras). As amostras foram adicionadas (100 pL/compartimento) nas
concentragOes de 0,25; 2,5; 25 e 250 pg/ml, em dilui¢ao seriada e em triplicata. A
seguir, as placas foram incubadas por um periodo de 48 h.

Como controle positivo foi utilizado o quimioterapico Doxorrubicina, nas
concentragoes de 0,025; 0,25; 2,5 e 25 ug/ml, 100 pulL/compartimento, e em triplicata.
Ao final das 48h, as células foram fixadas com 50 pL/compartimento de TCA 50%, e
apo6s 1h em geladeira, as placas foram lavadas com agua destilada para a remogdo dos
residuos de TCA, meio, SFB e metabdlitos secundarios. Apds a lavagem, as placas
foram mantidas em temperatura ambiente até a secagem completa.

As células foram entdo coradas com o corante protéico sulforrodamina B (SRB)
(Sigma Chemical Co®, St. Louis, MO, USA) a 0,4%, em solucéo 1% de 4cido acético, e
as placas foram mantidas por 20 min, a temp. ambiente, antes da lavagem com solucéo
de &acido acético 1% (quatro vezes). Este corante se liga aos aminoacidos basicos das
proteinas das células viaveis no momento da fixa¢do. Por isso, quanto maior a
quantidade de SRB ligada ao compartimento, menor a atividade citotoxica da amostra
em teste (Skehan et al, 1990). Apos secagem, a temperatura ambiente, o corante (SRB)
ligado as proteinas celulares foi solubilizado com solugdo Trizma base (10uM, pH
10,5), para realizacdo da leitura. espectofotométrica da absorbancia em 540 nm, em
leitor de microplacas (Molecular Devices®, modelo Versa Max) (Figura 5) com
programa Soft Max Pro 4.0.

A figura 6 representa de forma esquematizada o método empregado para 0s

testes in vitro das amostras obtidas a partir das espécies vegetais.
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Figura 6: Fluxograma do método utilizado nos testes in vitro para avaliacdo da atividade
anticancer da espécie vegetal selecionada (Croton urucurana)

Figura 5: Leitor de microplacas (Molecular Devices®, modelo Versa Max)

3. Ensaios Farmacoldgicos in vivo: Atividade anticancer em animais de laboratorio
3.1. Animais

Foram utilizados camundongos (fémeas), da linhagem Swiss (3 meses, 30
gramas em média) para o ensaio de toxicidade dose Unica, e camundongos (machos), da
linhagem Balb C (3 meses, 30 gramas em média) para o ensaio de tumor sélido de
Ehrlich. Todos os animais foram obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo
Bioldgica na Area da Ciéncia de Animais de Laboratdrio (CEMIB - Unicamp).

Os grupos experimentais foram mantidos em gaiolas individuais, com ragao e

agua fornecidos ad libitum. Os protocolos experimentais foram submetidos e aprovados



pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CEEA), da Unicamp, protocolos (n°

2393-1 e n° 2394-1).

3.2. Teste de Toxicidade Dose Unica

Os camundongos (Swiss, n = 3 animais por grupo) foram tratados pela via
intraperitoneal com doses crescentes (30, 100 e 300 mg/kg) do extrato bruto
diclorometano ou com solugdo de NaCl 0,9% acrescida de 1 gota de Tween 80, (veiculo
para diluicdo das amostras, 10mL/Kg). Apo6s a administracdo, os animais foram
observados continuamente por um periodo de 4h, para verificacdo de sinais de
toxicidade (alteracdo da locomogdo, piloerecdo, diarréia, producdo exagerada de muco,
alteracdo do tonus muscular, convulsées, hiperexcitabilidade do sistema nervoso central,
contor¢des abdominais) e nimero de animais mortos. Ao final deste periodo, os animais
foram mantidos em observacao diaria, durante 14 dias. O peso corporal dos animais foi
avaliado imediatamente antes da administracdo das amostras (dia 1) e nos 7° e 14° de

experimento.

3.3. Avaliacao da Atividade Anticancer em Modelo de Tumor Sélido de Ehrlich

Os animais (camundongos Balb C, machos, peso médio, n = 8 animais) foram
pesados e o volume basal da pata traseira direita de cada um foi mensurado em aparelho

pletismoémetro (Ugo Basile, 7140 Plethysmometer) (Figura 7).



Fonte: Biogen

Figura 7: Pletismbmetro

O tumor de Ehrlich foi mantido na forma ascitica, através de repiques semanais
em camundongos doadores. Semanalmente, o fluido ascitico era retirado de animais
portadores desse tumor e imediatamente inoculado na cavidade peritoneal de animais
receptores, que posteriormente foram utilizados como animais doadores das células de
Ehrlich para o modelo de tumor sélido (Figura x). As células de Ehrlich foram diluidas
em tampdo fosfato-salina (PBS, pH XX) e inoculadas subcutdneamente, no coxim
plantar da pata direita traseira dos animais, na densidade de 2,5x10° células/60
pL/animal. O numero de células tumorais para inoculagdo na forma solida foi obtido
através de contagem direta das células em Camara de Neubauer obtidas a partir do
liquido ascitico.

Apos 24 horas da inoculagdo, os animais foram divididos aleatoriamente em cinco
grupos, sendo grupo controle negativo (sol. salina 0,9% - G5), o controle positivo (5-
Fluoracil, 10mg/Kg — G3) e trés grupos experimentais (20, 10 e 5Smg/kg- G4, G2 e G1,
respectivamente). Os tratamentos foram feitos a cada trés dias (D3, D6, D9, D12 e
D15), por via intraperitoneal, a partir do 3° dia apds a inoculacdo das células (Figura X).

A avaliagéo da variacdo do volume das patas traseiras direitas e do peso corporal dos



animais também foi mensurada a cada trés dias (nos mesmos dias de tratamento). No
16° dia de teste (D16), os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e os
6rgdos foram coletados (bago, rins, figado e testiculos), para pesagem e avaliacdo
macroscopica de sinais de toxicidade. Também foram coletadas ambas as patas traseiras
(com e sem tumor) para avaliagdo de peso. Dessa forma, foram avaliados trés
parametros:

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

b) Peso relativo do tumor, descontando-se 0 peso da pata sadia e dividindo-se pelo
peso corporal;

¢) Variacdo do peso corporal dos animais.

Inicio \ \ \ 1 \ I
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Figura 8: Esquema do modelo experimental in vivo utilizado no tumor so6lido de Ehrlich

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Obtencéo dos extratos

Foram coletados 2,4 kg de folhas frescas que foram secas por um periodo de 48
horas, em estufa ventilada (40°C). Apés o processo de moagem, foram obtidas 463,3 gramas
de folhas secas e moidas.

As massas de extrato obtidas apds cada processo de extracdo, bem como seus
rendimentos, calculado como [(Mex:. obtida / Mplanta fresca)X 100], estdo expostos nas
Tabelas 3 (EBD) e 4(EBE).



Tabela 3: Massas obtidas e rendimentos dos extratos brutos diclorometanicos de C. urucurana

EBD Massa obtida (g) Rendimento (%)
12 Extracao 1,72 6,88
2% Extracao 1,59 7,95
32 Extracao 7,37 7,37

Tabela 4: Massas obtidas (ap0s liofilizacdo) e rendimentos dos extratos brutos etanélicos de C.
urucurana

EBE Massa obtida (g) Rendimento (%)
12 Extracao 3,02 12,8
2% Extracao 1,50 7,5
32 Extracao 8,83 8,83

Apo6s a analise por Cromatografia de Camada Delgada (CCD) (Figura 8a) dos
extratos obtidos no primeiro processo de extragdo, observou-se que ambos 0s extratos
apresentavam varias bandas em comum, o0 que sugeriu que apenas trés repeticbes da
extracdo com diclorometano ndo haviam sido suficientes para esgotar a extracdo dos
componentes sollveis nesse solvente e consequentemente uma prévia separacdo dos
constituintes quimicos presentes nas folhas de C. urucurana Baillon. Foi a partir desta
analise que se decidiu fazer as outras duas extracdes aumentando-se 0 nimero de vezes
em que se repetiu 0 processo de maceracdo de trés para seis vezes, para que 0S
compostos de polaridades diferentes fossem separados completamente.

Na segunda extracdo, utilizou-se uma massa pequena com a finalidade de
verificar se essa alteracdo no procedimento de extracdo resultaria em melhor separacao
dos compostos de polaridades diferentes, o que foi evidenciado pela analise por CCD
(Figura 8 — b/c). Desta forma, repetiu-se a extracdo, com maior numero de etapas de
maceracdo, de uma maior quantidade de material vegetal visando a obtencdo de
quantidade de extrato suficiente para realizacdo de testes na cultura de células e os

ensaios in vivo (teste de toxicidade aguda e ensaio de tumor sélido de Ehrlich).



A cromatografia em camada delgada (CCD) consiste na separagdo dos
componentes de uma mistura através da migracdo diferencial sobre uma camada
delgada de adsorvente retido sobre uma superficie plana. E uma técnica de facil
compreensdo e execucado, separagdes em breve espaco de tempo, grande repetitividade e
baixo custo. O processo de separagdo esta fundamentado, principalmente, no fenémeno
da adsor¢do. O adsorvente que foi utilizado neste caso foi a silica (SiO3), que é um dos
adsorventes mais utilizados em cromatografia por adsor¢do e é altamente poroso
(Lopes, 2006).

Apesar do maior rendimento do EBE, sua obtencdo € favorecida pela extracéo
prévia com diclorometano (extrato EBD), uma vez que o EBD remove primeiramente
0s compostos de baixa e média polaridade enquanto o EBE remove os compostos de

maior polaridade.
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Figura 8: (a) CCD dos extratos brutos diclorometanico (EBD) e etanélico (EBE) da primeira
extracdo — Fase movel utilizada: Diclorometano/1%Metanol; (b) CCD do extrato bruto
diclorometanico (EBD) esgotado (2% extracdo)- Fase movel utilizada: Diclorometano/1%



Metanol; (c) CCD do extrato bruto etandlico (EBE) esgotado (22 extracdo)- Fase movel
utilizada: BAW (4:5:1); (d) CCD do extrato bruto diclorometanico (EBD) esgotado (32
extracdo)- Fase mdvel: Diclorometano/1%Metanol; () CCD extrato bruto etandlico (EBE)
esgotado (3?2 extracdo)- Fase mdvel utilizada: BAW (proporgdo 4:5:1).

Na figura 8 (a), o EBE ndo foi separado (os componentes do extrato ficaram
retidos no ponto de origem) devido a fase movel utilizada (diclorometano/1%metanol)
ja que os componentes do EBE sdo bem polares; a banda que aparece no EBE na parte
superior provavelmente é clorofila. Os componentes dos outros EBEs das demais
extracOes (22 e 3%) foram melhor separados em CCD, pois foi utilizado como fase movel
uma mistura de solventes de carater mais polar (mistura de butanol, agua e acido acético
conhecida como BAW, na proporcdo 4:5:1).0s circulos representados nas figuras (c) e
(e), nos EBEs, sdo bandas observadas no UV visivel (254 ou 360 nm).

Os EBDs, de todas as extrac@es, foram separados utilizando como fase mével a
mistura de diclorometano/metanol 1%. Para o fracionamento em coluna cromatografica,
porém, este tipo de eluente ndo seria 0 mais adequado, pois 0s componentes sairiam
muito proximos uns dos outros e de forma muito rapida. O ideal para o fracionamento
em coluna de silicaé o uso de fases mdveis mais apolares no inicio da eluicdo, com
aumento lento e gradativo da polaridade para que os componentes saiam de forma mais
espacada e dessa forma, bem separados. Em todas as CCDs foi utilizado como revelador

a solucdo de anisaldeido.

2. Ensaios anticancer in vitro dos extratos brutos obtidos da planta em estudo e do
guimioterapico Doxorrubicina

A sobrevivéncia das células tumorais foi avaliada pela porcentagem de
absorbancia destas comparada a porcentagem de sobrevivéncia da placa controle (placa
TO, ndo tratada). A Sulforrodamina B (SRB) é um corante protéico que se liga aos

aminoacidos bésicos das proteinas de células que estavam vidveis no momento da



fixagédo. Por isso, quanto maior a quantidade de SRB ligada ao compartimento, menor a
atividade citotoxica da amostra em teste (Skehan et al., 1990).

Foram separadas aliquotas (entre 5-10 mg) dos extratos brutos diclorometéanico e
etandlico para o teste em cultura de células tumorais humanas. Com as porcentagens de
crescimento calculadas, foram elaborados graficos de crescimento celular em fungdo da
concentracdo da amostra (figuras 9-13). O quimioterapico Doxorrubicina foi utilizado
como controle positivo no teste. Os valores abaixo de 50 e acima de zero representam
inibicdo de crescimento (atividade citostatica), sendo que os valores que atingem o zero
representam inibicao total de crescimento (TGI = total growth inhibition). Os valores
negativos (abaixo de zero) representam morte celular (atividade citotoxica), pois a
quantidade de células (aferida pela absorbancia no final do experimento),é menor do
que aquela que iniciou o experimento (absorbancia do Ty).

Assim, a partir dos graficos de crescimento celular em funcdo da concentragédo
da amostra, foi possivel calcular uma concentragdo efetiva denominada Glsp (growth
inhibition 50) que corresponde a concentracdo necessaria para inibir em 50% o
crescimento de cada linhagem. Este calculo foi feito por regressdo nédo-linear, tipo
sigmoidal, utilizando-se o programa Origin 7.5.

O quimioterapico Doxorrubicina, controle positivo foi utilizado nas

concentrages de 0,025; 0,25; 2,5 e 25 pug/ml, e em triplicata.
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Figura 9: Grafico da atividade antiproliferativa do quimioterapico
Doxorrubicina utilizado como controle positivo. U251: Glioma; MCF7: Mama;
NCI/ADR-RES: Ovario resistente; 786-0: Rim; NCI-H460: Pulmdo; PC-3: Prostata;
OVCAR-3: Ovirio; HT-29: Cdlon; K-562: Leucemia; HaCat: Queratindcito humano
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Figura 10: Gréfico de crescimento celular em fungdo da concentragdo do extrato bruto
etandlico (EBE), Primeira extracdo. U251: Glioma; MCF7: Mama; NCI/ADR-RES: Ovario
resistente; 786-0: Rim; NCI-H460: Pulmédo; PC-3: Prostata; OVCAR-3: Ovario; HT-29: Célon;
K-562: Leucemia; HaCat: Queratindcito humano
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Figura 11: Gréfico da atividade antiproliferativa do extrato bruto diclorometano (EBD).
Primeira extracdo. U251: Glioma; MCF7: Mama; NCI/ADR-RES: Ovério resistente; 786-0:
Rim; NCI-H460: Pulmao; PC-3: Préstata; OVCAR-3: Ovario; HT-29: Célon; K-562: Leucemia;
HaCat: Queratindcito humano

Tanto o EBD quanto o EBE, da primeira extracdo, apresentaram um efeito
citostatico para a maioria das linhagens, sendo o EBE mais ativo do que o EBD. O EBE
foi citotoxico na maior concentragdo (250ug/mL) para as linhagens de glioma (U251),

rim (786-0) e ovario resistente a maltipla drogas (NCI/ADR-RES).
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Figura 12: Gréfico da atividade antiproliferativa do extrato bruto diclorometano (EBD).
Segunda extracdo. U251: Glioma; MCF7: Mama; NCI/ADR-RES: Ovério resistente; 786-0:
Rim; NCI-H460: Pulmao; PC-3: Prostata; OVCAR-3: Ovério; HT-29: Colon; K-562: Leucemia;
HaCat: Queratindcito humano
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Figura 13: Gréfico da atividade antiproliferativa do extrato bruto etanélico (EBE). Segunda
extracdo. U251: Glioma; MCF7: Mama; NCI/ADR-RES: Ovério resistente; 786-0: Rim; NCI-
H460: Pulmo; PC-3: Prostata; OVCAR-3: Ovario; HT-29: Colon; K-562: Leucemia; HaCat:
Queratindcito humano



O EBD obtido na segunda extragdo nédo apresentou atividade promissora para a
maioria das linhagens tumorais, exceto para as linhagens de leucemia (K562), ovario
resistente a multiplas drogas (NCI-ADR/RES) e pulm&o (NCI-H460) que apresentaram
atividade citostatica. O EBE também ndo apresentou atividade promissora, porém na
maior concentracdo, apresentou atividade citotdxica para todas as linhagens, exceto para
a linhagem de célon (HT29) e ovéario (OVCAR-3).

Os valores de Glsy dos extratos brutos e da doxorrubicina foram calculados e
apresentados na Tabela 5. Nota-se que o extrato bruto etandlico (EBE) é mais potente.
Fouche e colaboradores descreveram, em 2008, os critérios do Instituto Nacional do
Cancer (NCI/EUA) para classificacdo dos extratos calculando-se a média dos valores de
Glsp de uma amostra frente varias linhagens celulares, expressa em log. Assim, a
amostra pode ser classificada em inativa (media logGlsy > 1.5), fracamente ativa (1.1 <
media logGlsp < 1.5), moderadamente ativa (0 < media logGlsy < 1.1) ou fortemente
ativa (media logGlsy < 0) (Fouche et al., 2008).

Por este critério, ambos os extratos diclorometéanicos sdo inativos (media logGlsg
> 1,5), enquanto o extrato etanodlico passou de inativo (media logGlsp = 1,6, primeira
extracdo) para fracamente ativo (media logGlsy = 1,2, segunda extracao), corroborando
com a necessidade de mais etapas de maceracao a fim de se obter extratos com melhor

atividade antiproliferativa.

Tabela 5: Glsg- Growth Inhibition — concentracdo necessaria para que ocorra 50% de
crescimento
Gl (ug/mL)

2 m a 7 4 p o h k H meanGls,

EBD (13 74,9 >250 >250 >250 >250 351 >250 >250 534 >250 2,3
EBE (1) 26,1 1874 152 274 141 323 395 422 184 40,7 1,6
EBD (28) 1745 >250 9,9 >250 3,8 - 130,2 1199 02 802 2,0
EBE (2% 293 287 68 275 256 - 9,4 18,8 0,2 280 1,2

2 = U251 (glioma, SNC); m = MCF-7 (mama); a = NCI-ADR/RES (ovério, com fenétipo de
resisténcia a mdltiplas drogas); 7 = 786-0 (rim); 4 = NCI-H460 (pulméo, tipo ndo pequenas



células); p = PC-3 (prostata); o = OVCAR-3 (ovario); h = HT-29 (colorretal); k = K562
(leucemia); H = HaCat

Apesar do extrato EBE apresentar-se mais ativo, optou-se pelo fracionamento do
extrato EBD por conta da disponibilidade de técnicas de fracionamento mais adequadas

para o estudo de extratos de baixa e média polaridade.

3. Fracionamento do extrato bruto ativo (EBD)

Uma vez analisados os gréficos da atividade anticancer, decidiu-se prosseguir
com o processo de fracionamento a partir do EBD, como descrito no final do item
anterior.

O fracionamento fitoquimico através de coluna cromatografica compreende um
método fisico-quimico de separac¢do, no qual 0os compostos presentes em uma amostra
sdo distribuidos entre uma fase estacionaria (coluna recheada com um sélido) e uma
fase movel (liquida). A fase moével, quando esta passando através do adsorvente na
coluna, arrasta consigo 0os componentes da amostra que estd sendo cromatografada.
Portanto, a separacdo ocorre porque os compostos tém diferentes afinidades com a fase
estacionaria e com a fase mdvel, de acordo com a sua polaridade e, portanto, deslocam-
se com diferentes velocidades na coluna. Esse tipo de técnica é relativamente simples,
ndo exige instrumentacdo esmerada e pode ser monitorada por cromatografia em
camada delgada (Vichenewski, 2006).

Para esta etapa, um grama de extrato foi submetido ao fracionamento em coluna
filtrante, utilizando-se uma proporcao de extrato:silica de 1:10.

Sdo empregados solventes puros ou misturas de solventes como fase moével a
fim de se obter a melhor separagédo das substancias presentes na amostra.

As fracbes foram coletadas em frascos numerados, resultando num total de 36

fraces, as quais foram analisadas por cromatografia de camada delgada (CCD, Figuras



14 e 15), com fase movel diclorometano/metanol 99:1, e agrupadas por semelhanca do
perfil qualitativo em cinco grupos denominados FA (fracdes 1 a 6), FB (fragdes 7 a 12),

FC (fracOes 13 a 18), FD (fragdes 19 a 24) e FE (fragdes 25 a 36) (Figura Z).

Figura 14: CCD das fragbes impares. Fase mdvel: Diclorometano/1% Metanol; Revelador:
Anisaldeido

%

@

Figura 15: CCD das fragBes pares. Fase movel: Diclorometano/1% Metanol; Revelador:
Anisaldeido




Os grupos de fracdes foram avaliados por CCD (figura 16) com duas fases moveis
diferentes, para comparacdo o extrato bruto diclorometanico e entre elas. Além disso,

todas foram testadas in vitro para avaliagdo do perfil antiproliferativo. .
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Figura 16: A figura a esquerda, CCD do EBD e das fracGes testadas na cultura de células. Fase
movel: Diclorometano/Metanol 99:1; revelador: Anisaldeido. A figura da direita, CCD do EBD
e fracOes utilizadas na cultura. Fase mével: Diclorometano/Metanol 9:1; revelador: Anisaldeido.

A CCD dos grupos, empregando-se diclorometano/metanol 99:1 (Figura 16 a
esquerda), como fase movel, revelou uma boa separagdo das substancias presentes nos
grupos de fracGes de baixa a média polaridade (FB e FC) enquanto os grupos de fracdes
de média a alta polaridade (FD e FE) apresentaram uma predominancia de manchas no
terco inicial da placa cromatografica. Diante disso, foi feita uma segunda CCD (figura
1 & direita, 1B) com a fase mdvel mais polar, diclorometano/metanol 9:1, na tentativa de
separar melhor as substancias presentes principalmente nesses dois grupos (FD e FE).
Como se pode observar na Figura 1B, essa estratégia permitiu a separacdo das

substancias presentes em FD e FE. O perfil quimico obtido na analise desta CCD



confirma que o fracionamento do EBD foi adequado, pois separou-se compostos com

polaridade distintas, segundo o gradiente de solventes empregado na elui¢do da coluna.

4. Ensaio anticancer in vitro das fracdes obtidas no processo de purificacdo
(fracionamento)

Separaram-se aliquotas de 5-10mg das fracdes obtidas, porém somente as fracGes
FB, FC, FD e FE foram testadas no teste antiproliferativo in vitro. Este teste objetivava
comparar a potencial atividade anticancer de cada fracdo e determinar as fragdes ativas
responsaveis pela atividade observada no teste antiproliferativo utilizando o EBD.

Foram obtidos os graficos de crescimento em funcdo da concentracdo para cada
fracdo testada (figuras 17-20) proveniente do fracionamento em coluna filtrante. O
quimioterapico Doxorrubicina foi utilizado como controle positivo frente as linhagens
tumorais. De todas as fragOes avaliadas, a FD e FE foram as que apresentaram

resultados mais promissores in vitro.
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Figura 17: Gréfico da atividade antiproliferativa da Fracdo B
obtida a partir do EBD (22 extragdo). U251: Glioma; MCF7: Mama;
NCI/ADR-RES: Ovério resistente; 786-0: Rim; NCI-H460: Pulméo;
PC-3: Préstata; OVCAR-3: Ovério; HT-29: Célon; K-562: Leucemia;
HaCat: Queratindcito humano
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Figura 18: Gréfico da atividade antiproliferativa da Fracdo C obtida a partir
do EBD (2% extracdo). U251: Glioma; MCF7: Mama; NCI/ADR-RES: Ovario
resistente; 786-0: Rim; NCI-H460: Pulméo; PC-3: Préstata; OVCAR-3: Ovario;
HT-29: Colon; K-562: Leucemia; HaCat: Queratindcito humano
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Figura 19: Gréfico da atividade antiproliferativa da Fracdo D obtida a partir
do EBD (22 extracdo). U251: Glioma; MCF7: Mama; NCI/ADR-RES: Ovério
resistente; 786-0: Rim; NCI-H460: Pulméo; PC-3: Préstata; OVCAR-3: Ovario; HT-
29: Colon; K-562: Leucemia; HaCat: Queratindcito humano
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Figura 20: Gréfico da atividade antiproliferativa do quimioterapico Doxorrubicina
utilizado como controle positivo no teste. U251: Glioma; MCF7: Mama; NCI/ADR-
RES: Ovario resistente; 786-0: Rim; NCI-H460: Pulméo; PC-3: Préstata; OVCAR-3:
Ovério; HT-29: Colon; K-562: Leucemia; HaCat: Queratindcito humano

Tabela 6: Glsp- Growth Inhibition — concentracdo necessaria para que ocorra 50% de
crescimento

Gl (ng/mL)
2 m a 7 4 p 0 h  Media
log
Glsg

FB >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 24
FC >250 >250 >250 >250 1995 >250 >250 >250 24
FD 185 48,1 71 246 56 2,1 488 69,2 1,2
FE 275 301 256 290 48 268 382 36,8 1,3
Doxo 0,02 005 063 009 0,02 024 027 04 -1

2 = U251 (glioma, SNC); m = MCF-7 (mama); a = NCI-ADR/RES (ovério, com fenétipo de
resisténcia a multiplas drogas); 7 = 786-0 (rim); 4 = NCI-H460 (pulméo, tipo ndo pequenas
células); p = PC-3 (préstata); o = OVCAR-3 (ovario); h = HT-29 (colorretal)

A partir da analise da Tabela6, pode-se afirmar que o processo de fracionamento

resultou em uma melhora na atividade do extrato original, pois as médias log Gls, das



fracbes B e C (fragBes de carater mais apolar) de valor 2,4 foram reduzidas para os
valores de 1,2 e 1,3 para as fracbes de carater mais polar (fracbes D e E,
respectivamente).

Portanto, tanto a fracdo B quanto a C ndo apresentaram atividade promissora para
nenhuma das linhagens utilizadas no experimento. Ja a fracdo D apresentou atividade
citostatica principalmente para as linhagens de prostata (PC-3) e pulméo (NCI- H460);
na maior concentragdo apresentou atividade citotoxica nas linhagens de ovario
(OVCAR-3), ovério resistente (NCI/ADR-RES), prostata (PC-3) e glioma (U251). A
fracdo E apresentou atividade citotoxica na maior concentracdo em todas as linhagens.

O quimioterapico doxorrubicina apresentou boa atividade e seletividade, com morte
celular em todas as linhagens na concentragdo de 2,5ug/mL (Figura 15) exceto nas
linhagens de mama (MCF-7), c6lon (HT-29) e ovario resistente a multiplas drogas

(NCI-ADR/RES).

5. Resultados Farmacologicos in vivo
5.1. Teste de Toxicidade aguda

Este teste teve como finalidade avaliar, ap0s a exposicdo a uma dose Unica da
amostra, 0s sinais de toxicidade decorrentes desta amostra (neste caso, o extrato EBD
das folhas de C. urucurana Baillon), durante um periodo de observacdo de 14 dias.
Neste teste, € importante que se observe o comportamento (sinais de toxicidade) de cada
individuo frente aos efeitos que a amostra testada produz, por este motivo a linhagem
Swiss foi utilizada por ser uma linhagem néo isogénica.

A partir deste teste, é possivel identificar o potencial tdxico em Orgaos
especificos (como por exemplo, os efeitos sobre os rins, baco e figado) e identificar a

relacdo dose-resposta. (Evans, 2009).



Este ensaio também permite estabelecer as doses para estudos adicionais de
toxicidade (neste projeto, foi a partir do teste de toxicidade que as doses administradas
no Ehrlich foram estabelecidas). Para tanto, determinou-se a dose méxima tolerada, isto
é, aquela que resultou no menor incidéncia de sinais de toxicidade (perda de peso,
piloerecdo, etc.); a partir dessa dose, calcula-se a maior dose que serd empregada nos
modelos in vivo nos quais a administracdo da amostra é feita de forma repetida.
Geralmente, a dose maxima nos ensaios de dose repetida corresponde a 40% da dose
méaxima tolerada ap6s administracdo Unica (Mi et al, 2009).

Assim, os sinais de toxicidade, incluindo o tempo de aparecimento destes sinais,
progressdo e reversibilidade destes sintomas, foram observados durante o teste. Além da
observacdo diaria, os animais foram pesados a cada trés dias a fim de que fosse possivel
verificar a variacdo de peso dos animais (se houve perda ou ganho, Figura 21) ap6s o
tratamento com uma administracdo unica de EBD, em trés doses diferentes (30, 100 e
300 mg/Kg).

Ao fim do periodo de observagdo todos os animais foram eutanaziados e seus
orgdos (figado, rins, baco, pulmao, coragdo, Utero e ovarios) foram retirados para

pesagem e analise macroscopica.
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Figura 21: Gréfico da variacdo do peso dos animais durante o teste de Toxicidade aguda



O grupo que recebeu a maior dose de EBD (300mg/kg) apresentou uma
tendéncia de perda do peso (Figura 21), porém esta ndo foi estatisticamente significativa
quando comparada com os valores do grupo salina. Além disso, os animais do grupo
EBD 300mg/kg apresentaram sinais bem evidentes de toxicidade tais comodor
(contor¢do abdominal), piloerecdo, grande producdo de muco e pouca mobilidade
(durante as primeiras 4h apds a administracao).

Por outro lado, a menor dose (30mg/kg) de EBD foi a que apresentou menos
sinais de toxicidade (comparada as outras duas doses). Os animais apresentaram
piloerecdo e letargia nas primeiras 4h (sinais de toxicidade), porém em menor
intensidade e com recuperacdo mais rapida do que a observada nos dois outros grupos.

As possiveis explicacdes para a perda de peso (Figura 21) dos grupos sdo 1. Um
primeiro tratamento com a droga, sobretudo se esta for tdxica, leva a um desconforto
por parte dos animais avaliados, que as vezes deixam de comer por alguns dias,
acarretando em perda de peso. Apos alguns dias, 0 peso retorna ao normal com a
retomada da alimentacdo por parte dos animais; 2. O estresse sofrido pelos animais
durante a manipulacdo e a administracdo de injecdo via intraperitoneal pode provocar a
perda de peso nos primeiros dias; 3.0s animais tratados com as maiores doses (300 e
100mg/kg) apresentaram sinais mais evidentes de toxicidade, o que sugeriu uma relacédo
dose-efeito de EBD.

Nos dias subseqientes a administracdo da amostra, os camundongos de todos 0s
grupos apresentaram recuperacao com relacdo aos sinais de toxicidade observados nas
primeiras 4h. Durante o periodo de observacdo de 14 dias, ndo houve ébito de nenhum

dos grupos.



Os pesos relativo dos 6rgdos coletados (baco, rins, figado, Utero, coracdo,
pulmdo, adrenal e ovario) dos animais dos grupos tratados com EBD (30, 100 e 300
mg/Kg) ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas quando comparado com
aqueles dos animais salina (controle negativo) . Portanto, ndo foi possivel evidenciar

nenhuma toxicidade 6rgdo-especifica nesse experimento.

5.2. Tumor Solido de Ehrlich

Para avaliagdo da atividade farmacoldgica, neste caso atividade anticancer,
foram escolhidos camundongos da linhagem Balb C. Estes animais sdo isogénicos
(gendtipos e fenotipos semelhantes) e desta forma as respostas observadas durante o
teste tendem a ser idénticas em todos os animais. Essa homogeneidade de resposta
possibilita uma melhor compreensdo dos resultados obtidos (das variaveis
experimentais/ambientais, sem a interferéncia de variaveis genéticas) além de permitir a
reducdo do nimero de animais necessarios para 0 experimento.

O modelo murino de tumor solido de Ehrlich, escolhido como modelo
experimental in vivo, seguiu 0 esquema de tratamento da Figura 8. As celulas tumorais
retiradas de um animal doador foram inoculadas, apds a contagem das células, na pata
posterior direita dos animais em Dy, e durante todo o periodo do experimento, o
crescimento do tumor foi acompanhado através da medi¢do do volume da pata, assim
como se monitorou o peso dos animais (D3, D6, D9, D12 e D15).

As doses utilizadas neste ensaio foram calculadas a partir do ensaio de
toxicidade de dose Unica. Foi estabelecida como maior dose a de 20mg/kg, que
corresponde a 66% da maior dose tolerada (30mg/kg) no ensaio de toxicidade dose
Unica. A partir dessa maior dose, foram propostas mais duas doses, as de 5 e 10 mg/Kg,

a fim de avaliar a possivel relacdo entre a dose e a atividade anticancer.



Ao final do experimento, foram feitas as avaliacdes de progressao do volume do
tumor (Figura 22), variagdo do peso dos animais (figura 23) e peso relativo do tumor
(figura 24). A anélise estatistica de cada um desses parametros foi realizada através do

teste ANOVA, seguido do teste de Duncan.
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Figura 22: Variagdo do volume do tumor solido de Ehrlich para os grupos controle negativo
(salina), positivo (5-Fluoracil) e tratados com o extrato EBD de C. urucurana, nas doses 5,10 e
20 mg/kg.

De acordo com os resultados obtidos, apresentados no grafico de progressdo do
volume tumoral em funcdo do tempo, foi possivel observar uma pequena inibicdo de
crescimento tumoral no grupo que tratado com a dose de 5mg/kg, assim como no grupo
tratado com o quimioterapico 5-Fluoracil (controle positivo), quando comparados ao
grupo tratado com salina (controle negativo).

O tumor mostrou-se bastante agressivo no seu crescimento, com 0 aumento
rdpido do tamanho a partir do terceiro dia pés-inoculagdo. Mesmo o quimioterapico 5-
Fluoracil néo foi capaz de reduzir em pelo menos 50% o crescimento da neoplasia.

A partir do nono dia de tratamento (D9), os grupos tratados com a dose de 5mg/kg e

com o quimioterdpico 5-Fluoracil apresentaram uma reducdo de crescimento



significativa (p<0,05) do tumor (20% de reducdo com o 5-Fluoracil e reducdo de 17%
com a dose de 5mg/kg) quando comparados com o grupo salina. Porém, no 12° dia de
tratamento (D12), somente o quimioterapico apresentou este comportamento (p<0,05)
enquanto que a dose de 5mg/kg ndo apresentou reducdo significativa. No 15° dia de
tratamento (D15), os dois grupos (5mg/kg e 5-Fluoracil) conseguiram conter de forma
significativa (19% de redugdo com a dose de 5mg/kg e 27% de reducdo com o 5-
Fluoracil) o aumento do tumor quando comparados ao grupo salina.

Assim, das trés doses avaliadas, a dose de 5mg/kg foi a que apresentou um
comportamento préximo ao quimioterapico 5-Fluoracil, podendo sugerir a hipétese de
que nesta dosagem, a amostra atue como um agonista parcial, ja que o efeito (atividade

antiproliferativa) foi inversamente proporcional a dose utilizada.
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Figura 23: Variacdo do peso corporal nos diferentes grupos de camundongos com tumor solido
de Ehrlich, durante os 16 dias de experimento.



A figura 23 apresenta a evolucdo da variacdo de peso nos animais durante o
experimento. De maneira geral, houve variacdo de peso, mas ndo de forma consideravel.
Nos ultimos dias de tratamento (13°dia), houve a tendéncia de ganho gradual de peso
em todos os grupos. Uma possivel explicacdo para a variagdo de peso dos animais seria
algum desconforto gerado pelas substancias administradas nos animais que as vezes
deixam de se alimentar por causa disso, além do estresse de passar pelos tratamentos e

manipulagoes.
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Figura 24: Analises do peso relativo do tumor solido de Ehrlich, avaliado ao final do
experimento (D16) pela diferenca entre o peso da pata com tumor (posterior direita) e a pata
contralateral (posterior esquerda). * = Teste de Duncan, p<0,05 (ANOVA), ** = Teste de
Duncan, p<0,01 (ANOVA).

A analise do peso do tumor, avaliado no 16° dia (D16) pela diferenca entre a
pata com tumor e a pata sem tumor, indica que o grupo tratado com o quimioterapico
foi 22% menor que o grupo salina. O esperado neste teste, € que a diferenca entre estes

grupos seja de aproximadamente 35%. As possiveis explicacdes para este dado seriam:



a agressividade das células tumorais, as células podem estar se duplicando muito
rapidamente ou elas podem ter adquirido resisténcia, explicando assim por que o
esquema de tratamento ndo funcionou e o quimioterapico ndo apresentou resultados
melhores. As figuras 25 e 26 mostram a diferenca de tamanho entre as patas traseiras
com tumor e sem tumor. Este resultado corrobora com a avaliagdo feita da variacdo do

volume do tumor em fungéo do tempo.

Figura 26: Pata traseira direita com o

Figura 25: Pata traseira esquerda sem o tumor. o ;
g g tumor solido de Ehrlich.

Os grupos tratados com o quimioterapico e com a dose de 5mg/kg apresentaram
inibicdo do crescimento tumoral significativa (p<0,001 e p<0,05, respectivamente) do
volume tumoral quando comparados com o grupo salina, confirmando desta forma, que
a dosagem de 5mg/kg possa possivelmente ter um efeito inversamente proporcional a
dose, ja que as doses maiores ndo conseguiram conter o crescimento tumoral.

Diante disso, como ndo houve diferenca estatistica entre as maiores doses e a
menor dose apresentou diferenca significativa com relacdo ao grupo salina, a melhor

escolha para utilizar nos tratamentos seria a menor dose ja que apresentou resultados



melhores com relacdo as demais doses e representaria uma economia de amostra, além
de apresentar menor toxicidade.

Dos 6rgaos coletados ao final do experimento (bago, rins, figado e testiculos),
nenhum deles apresentou alteragdes macroscopicas ou alteracdes de peso relativo dos
6rgdos quando comparados ao grupo salina.

O figado e os rins sdo importantes parametros de avaliacdo toxicologica de
novas potenciais drogas, uma vez que sao responsaveis pela metabolizacéo e filtracéo,
respectivamente, no organismo. Como foi verificado, ndo houve evidéncias de
toxicidade hepatica e renal em nenhum dos grupos tratados.

Além da coleta dos 6rgdos, foram coletadas pequenas quantidades de sangue dos
animais para realizagcdo de hemograma com a finalidade de verificar se houve alguma
alteracdo nas quantidades dos constituintes do sangue (glébulos vermelhos, brancos,
plaquetas entre outros). A partir destes dados, foi possivel identificar sinais de
toxicidade e algum tipo de acdo da amostra EBD nos constituintes do sangue.

A partir da analise dos hemogramas, quando comparamos o0 grupo salina com 0s
valores padrbes estabelecidos na literatura para camundongos, ndo foi verificado
nenhuma alteracdo significativa de todos os componentes celulares do sangue (glébulos
vermelhos, leucaocitos, plaquetas). Porem quando comparamos o grupo salina (controle
negativo) com os demais grupos, dois componentes celulares estdo relativamente
alterados: os leucdcitos e as plaquetas (figuras 27 e 28).

A guantidade de leucdcitos (WBC) dos grupos tratados com a dose de 20mg/kg
e de 5mg/kg foi significativamente maior (p<0,001) (leucocitose) quando comparado

com o grupo salina.
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Figura 27: Comparacdo entre as quantidades de glébulos brancos (WBC) nos
diferentes grupos. ** = Teste de Duncan, p<0,01 (ANOVA), *** = Teste de Duncan, p<0,001
(ANOVA).
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Figura 28: Comparacédo da quantidade de plaquetas (PLT) nos diferentes grupos

Os xenobioticos (como por exemplo, 0s quimioterapicos) - compostos quimicos
estranhos a um organismo ou sistema biolégico- podem exercer seus efeitos sobre as
populacdes de leucdcitos pela supressao ou destruicdo das células tronco
hematopoiéticas, nas células precursoras de proliferacdo, no ambiente hematopoiético

ou por alteracdes inflamatérias e no ambiente microvascular. Em animais com



neoplasias, a contagem total de leucdcitos pode estar aumentada ou diminuida e
aparecer muito reduzidas devido a hemodiluicdo. (Evans, 2009).

No grupo tratado com o quimioterdpico (5-Fluoracil) e o grupo tratado com a
dose de 5mg/kg, a quantidade de plaquetas foi menor (trombocitopenia) em relacdo ao
grupo salina, porém estatisticamente esta reducdo ndo foi significativa. Os demais
grupos ndo apresentaram alteracdes significativas quando comparadas ao grupo salina.

Hemostasia é o termo usado para descrever as respostas fisioldégicas normais
para a prevencdo e detencdo de hemorragia. Os processos sdo dependentes das
interacdes entre as paredes dos vasos sanguineos, plaquetas e fatores de coagulagdo que
atuam para tentar controlar a coagulacao sanguinea nos local das lesdes (Evans, 2009).

Alguns compostos quimicos sdo capazes de alterar os mecanismos hemostaticos
e 0s xenobidticos estdo incluidos neste grupo, podendo inibir ou estimular os
mecanismos homeostaticos. A trombocitopenia ¢ a mais comum das discrasias
sanguineas relatadas causadas por xenobioticos, e € resultado de um aumento da
destruicdo ou aumento da utilizacdo (devido a injarias no sistema vascular), reducédo da
producéo de plaquetas (relacionadas com o cancer e alteracdo na medula 6ssea) e queda

de sobrevivéncia das plaquetas (Evans, 2009).

CONCLUSOES

e A partir da analise da média logGlsy, conclui-se que o extrato bruto
diclorometanico é inativo, enquanto o extrato etandlico é mais ativo frente ao
painel de linhagens tumorais humanas. Isso justifica a importancia de dar
continuidade ao estudo com o extrato EBE j& que neste projeto foi avaliado

apenas a atividade antiproliferativa in vitro e in vivo do EBD.



Das fracOes obtidas a partir do processo de purificacdo do EBD, as que
apresentaram melhor atividade in vitro foi a FD e FE.
A atividade anticancer do extrato bruto diclorometanico também foi constatada
in vivo, em animais inoculados com o tumor sélido de Ehrlich, que apresentou
reducdo no crescimento do tumor no grupo tratado com a dose de 5mg/kg
guando comparado ao grupo salina.
As maiores doses da amostra ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas com relacdo a capacidade de conter o crescimento do tumor,
porém h& uma tendéncia de que a menor dose (5mg/kg) tenha uma relativa
atividade e que atue com um agonista parcial.
O modelo murino de tumor sélido de Ehrlich mostrou-se um modelo
experimental indicado apenas para avaliar o potencial antiproliferativo e com
potencial para o desenvolvimento de novas drogas anticancer. Porém néo
esclarece os mecanismos envolvidos no controle da progressdo tumoral da
amostra testada. Para isso, sdo indicados maiores testes in vitro e outras técnicas.
Diante dos elevados indices de incidéncia de cancer no mundo, estudos
relacionados ao desenvolvimento de novas drogas anticancer e estudos sobre a
biologia do cancer devem ser estimulados e promovidos para que se possa
atender as necessidades existentes e disponibilizar novos farmacos eficientes no

tratamento do cancer.
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