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RESUMO

Apesar dos avancos na medicina, 0 cancer continua sendo um dos principais
problemas de saulde publica em todo o mundo. Portanto, a busca por novos
esquemas terapéuticos é necessaria. Ibervillea sonorae (Cucurbitaceae) € uma planta
medicinal endémica do noroeste do México. O po da raiz € usado para o tratamento
de diabetes e cancer. Trabalhos anteriores evidenciaram que a Cucurbitacina llb
(Cllb) € uma das substancias contidas em I. sonorae que induz a morte celular pela
via da apoptose na linha celular de cancer de colo de utero, HelLa, assim como pela
atividade antitumoral em xenoenxertos de HeLa em camundongos imunossuprimidos.
Tendo em vista que o isolamento de uma substancia natural € geralmente dificil e
custoso e muitas vezes a atividade bioldgica é dada por uma complexa mistura de
componentes, esta investigacao teve dois objetivos: 1) desenhar dois fitopreparados
de I. sonorae padronizados com base no conteudo de Cllb, e 2) avaliar o potencial
anticanceroso desses dois fitopreparados em modelo murinho de xenoenxertos. Os
fitopreparados foram elaborados por percolacdo e maceragao, gerando o Fito-Ison-
EtOH e o Fito-lson-EtOAc, respectivamente. A quantificacdo de Cllb nos
fitopreparados foi feita por espectrometria de massas por ressonéancia ciclotronica de
ions e transformada de Fourier (FT-ICR-MS/MS). A porcentagem de massa de Cllb
para Fito-Ison-EtOH e Fito-Ison-EtOAc foi de 0,67% e 1,84%, respectivamente. A
atividade antitumoral in vivo foi feita em modelo de xenoenxertos de células
cancerosas em camundongos imunossuprimidos. Os dois fitopreparados e Cllb
induzem a morte celular por apoptose em HelLa, provocando pelo desequilibrio redox
induzido pela inibicdo de Nrf2. O Fito-Ison-EtOAc e Cllib inibem o desenvolvimento
tumoral em 68% e 70%, respectivamente, enquanto que o Fito-lson-EtOH inibe em
86%. O conjunto desses resultados demonstra que fitopreparados de I. sonorae tém
potencial para o desenvolvimento de produtos para o tratamento do cancer.

Palavras-chave: Fitopreparado; Cucurbitacinas; Antitumoral; Ibervillea sonorae.



RESUMEN

A pesar de los avances en la medicina, el cancer continta siendo uno de los
principales problemas de salud publica a nivel mundial. Por tanto, la basqueda de
nuevos esquemas terapéuticos es necesaria. lbervillea sonorae (Cucurbitaceae) es
una planta medicinal endémica del noroeste de México. El pulverizado de su raiz es
utilizado para el tratamiento de diabetes y cancer. Trabajos anteriores evidenciaron
gue cucurbitacina llb (ClIb) es una sustancia presente en I. sonorae que induce la
muerte celular por apoptosis en la linea celular de cancer cervicouterino, HelLa, asi
como actividad antitumoral en xenoinjertos de HelLa en ratones inmunosuprimidos.
Teniendo en consideracion que el aislamiento de una sustancia natural es
generalmente dificil y costoso, y que muchas veces la actividad bioldgica es dada por
una mezcla compleja de compuestos, esta investigacion tuvo dos objetivos: 1)
Disefar dos fitopreparados de I. sonorae estandarizados con base en su contenido
de Cllb, y 2) evaluar el potencial anticanceroso de los fitopreparados en modelo
murino de xenoinjertos. Los fitopreparados fueron elaborados por maceracion y
percolacion, obteniendo a Fito-Ison-EtOH y Fito-Ison-EtOAc, respectivamente. La
cuantificacion de Cllb en los fitopreparados fue realizada por espectrometria de
masas de resonancia ciclotronica de iones y trasformada de Fourier (FT-ICR-MS/MS).
El porcentaje de masa de ClIb para Fito-Ison-EtOH y Fito-Ison-EtOAc fue del 0.67%
y 1.84%, respectivamente. La actividad antitumoral In vivo fue realizada en modelo
de xenoinjertos de lineas celulares cancerosas en ratones inmunosuprimidos. Ambos
fitopreparados y Cllb inducen la muerte celular por apoptosis en HelLa, provocado por
el desequilibrio redox inducido por la inhibicion de Nrf2. Fito-Ison-EtOAc y Cllb inhiben
el desarrollo tumoral en un 68% y 70%, respectivamente, en cuanto Fito-lson-EtOH
inhibe en un 86%. EIl conjunto de estos resultados demuestra que fitopreparados de
|. sonorae tienen el potencial para el desarrollo de productos anticancerosos.

Palabras clave: Fitopreparado; Cucurbitacinas; Antitumoral; Ibervillea sonorae.



ABSTRACT

Despite advances in medicine, cancer remains a major public health problem
worldwide. Therefore, research into new therapeutics schemes is necessary. Ibervillea
sonorae (Cucurbitaceae) is a medicinal plant endemic to northwestern Mexico. The
root powder is used to treat diabetes and cancer. Previous work has shown that
Cucurbitacin 1lb (ClIb) is one of the substances contained in I. sonorae that induces
cell death via apoptosis in the cervical cancer cell line, HeLa, as well as antitumor
activity in HeLa xenografts in immunosuppressed mice. Bearing in mind that the
isolation of a natural substance is generally difficult and expensive, and often the
biological activity is given by a complex mixture of components, this investigation had
two objectives: 1) to design two phytopreparations of |. sonorae standardized based
on the content of Cllb, and 2) to evaluate the anticancer potential of these two
phytopreparations in an in vivo xenograft model. Phytopreparations were prepared by
percolation and maceration, generating Fito-lson-EtOH and Fito-Ison-EtOAc,
respectively. The quantification of Cllb in phytopreparations was performed by Fourier
transform ion cyclotron resonance mass spectrometry technique (FT-ICR-MS/MS).
The mass percentage of Cllb for Fito-Ison-EtOH and Fito-Ison-EtOAc was 0.67% and
1.84%, respectively. The antitumor activity in vivo was performed in a cancer cell
xenograft model in immunosuppressed mice. The two phytopreparations and Cllb
induced cell death by apoptosis in HeLa, caused by the redox imbalance induced by
the inhibition of Nrf2. Fito-Ison-EtOAc and ClIb inhibit tumor development by 68% and
70%, respectively, while Fito-Ison-EtOH inhibits by 86%. These results demonstrate
that phytopreparations of I. sonorae have the potential to develop products for the
treatment of cancer.

Keywords: Phytopreparation, Cucurbitacins, Antitumoral, Ibervillea sonorae
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INTRODUCAO

O cancer, um grupo de aproximadamente cem doencas muito diferentes entre
elas, € um dos principais problemas de saude publica em todo o mundo [1]. O
desenvolvimento do cancer é um processo multifatorial de dano ao DNA que resulta
na formacéo de células malignas que proliferam incontrolavelmente no corpo. As
caracteristicas particulares de cada tipo de células malignas classificam o tipo de
cancer [2,3]. Os tratamentos usados contra o0 cancer nao sao perfeitos, pois muitos
deles provocam uma variedade de efeitos colaterais. Uma das caracteristicas das
células cancerosas € que elas tém uma taxa de divisdo muito alta. Geralmente, os
agentes quimioterapicos ndo sdo especificos para as células cancerosas. Muitos
deles atuam em células que estdo em processo de divisdo, como na maioria das
células cancerosas. No entanto, muitas células do nosso corpo estdo em constante
processo de divisdo, fazendo que com a quimioterapia também as atinjam, resultando
nos efeitos colaterais caracteristicos: queda de cabelo, pele e unhas frageis,
problemas gastrointestinais, para citar alguns [4]. Isso, de certa forma, exige a
constante investigacdo de novos esquemas terapéuticos que, além de eficazes,
também possam reduzir os efeitos colaterais.

Os produtos naturais tém sido a primeira alternativa de tratamento em todas
as civilizacdes. Muitas substancias bioativas que foram isoladas da natureza agora
podem ser encontradas nas farméacias com algum nome comercial que nao nos faz
pensar que provem da natureza, como a aspirina, a morfina e alguns antibiéticos,
como a penicilina e a eritromicina. Embora agora ndo sejam mais extraidos da
natureza, essa é sua origem. O mesmo aconteceu com 0s medicamentos anticancer,
pois um grande namero de agentes quimioterapicos sdo provenientes ou derivados
de origem natural, como é o taxol, a doxorrubicina e a vimblastina [5].

Dentre vérias plantas medicinais, lbervillea sonorae € uma cucurbitacea que
cresce no deserto de Sonora, México, cuja raiz seca e moida € usada como agente
antidiabético e para o tratamento de cancer [6]. Dela, duas cucurbitacinas
triterpénicas com potencial anticAncer foram isoladas: a kinoina A (5), que induz
apoptose na linha celular HelLa, e a Cllb (2), com efeito antitumoral in vivo em um
modelo de xenoenxertos da linha celular HeLa em camundongos imunossuprimidos
[7,8].
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A maior vantagem dos fitopreparados e fitoterdpicos sobre as substancias
puras bioativas e os metabdlitos secundarios puros ndo esta relacionada apenas com
o tempo e os fatores econémicos envolvidos na etapa de obtencdo ou isolamento,
mas sim o fato de que os fitoterapicos podem apresentar atividades sinérgicas no
organismo que aumentam a atividade farmacoldgica [9].

Nesta investigacéo, foram levados em consideracdo os antecedentes culturais
(uso medicinal) e cientificos [atividade biologica de Cllb (2)] dessa planta para o
desenvolvimento de dois fitoterapicos de |. sonorae. Um deles foi desenhado para
preservar a integridade fitoquimica da planta; o outro, buscando maior conteido em
cucurbitacinas, classe de substancias isolada anteriormente e que apresentou
atividade bioldgica [8,17,18].

O capitulo 1 apresenta revisao da literatura sobre a problemética do cancer, o
uso dos produtos naturais no cancer e do potencial antitumoral de I. sonorae. O
capitulo 2 expbBe a preparacdo dos fitopreparados e as técnicas envolvidas na
avaliacdo da atividade antitumoral. O capitulo 3 discute a composicdo quimica dos
fitopreparados e a avaliacdo biolégica dos fitopreparados e Cllb (2) sobre o modelo

de xenoenxertos de HeLa em camundongos atimicos nu/nu.

CAPITULO 1

REVISAO DA LITERATURA

Problematica do cancer

Atualmente, o cancer continua sendo um dos principais problemas de saude
publica em todo o mundo.

O aumento no namero de casos e mortes por cancer no mundo € alarmante.
Em 2012 foram registrados 14,1 milhdes de novos casos e 8,2 milhdes de mortes e
em 2018 esses numeros foram de 18,1 milhdes (aumento de 29%) e de 9,6 milhdes
(aumento de 17%), respectivamente [1,10]. Em termos da populacdo mundial, esses

numeros representam que em 2012 0,1% foi diagnosticada com cancer e, em 2018,
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0,3%, sendo que a percentagem de Obitos permaneceu praticamente estavel,
provavelmente aos grandes avancos na medicina oncoldgica.

Mas, existem alguns tipos de cancer que continuam com taxa alta de incidéncia
e mortalidade (como o do colo do Utero, que ocupa 0 4° lugar de incidéncia e
mortalidade [1]), incluindo aqueles nos quais existem métodos preventivos, como as
vacinas (como aquela contra o HPV) [11,12]. O HPV é o principal fator de risco para
o desenvolvimento de cancer de colo de Utero, pois seu DNA esta presente em 99,7%
dos casos [11,12].

Curiosamente, a primeira linha celular humana imortal pertence ao cancer do
colo do atero induzido pelo HPV, a linha celular HeLa, em homenagem a mulher de
guem a linha celular foi obtida, Henrietta Lacks. Desde 1952, a linhagem celular foi
estabelecida e, desde entdo, tem sido objeto de inUmeras pesquisas. A linhagem
tornou-se muito importante em 1955, quando pesquisas com HelLa contribuiram para
o desenvolvimento e langcamento da primeira vacina contra a poliomielite. No entanto,
apesar de tantos anos desde a sua imortalizacdo, HelLa continua sendo uma das
linhas celulares mais estudadas, bem como um dos modelos para testar potenciais
agentes quimioterapicos para o tratamento do cancer do colo do Utero e outros tipos
de cancer relacionados ao HPV, como é o bucal [13].

O agente quimioterapico de primeira linha para tratar o cancer do colo do Gtero
(e outros canceres) € a cisplatina. Essa substancia tem a capacidade de se intercalar
ao DNA, impedindo sua replicacdo e induzindo um efeito citostatico. Ela n&o
discrimina nenhum tipo de célula, sendo uma das principais razdes da sua alta
citotoxicidade. No entanto, € mais ativa em células com alta taxa de divisdo, como as
células cancerosas. Isso faz com que, ainda hoje, a quimioterapia para esse tipo de
cancer seja muito agressiva, com efeitos colaterais indesejaveis. Portanto, sempre
houve a necessidade de melhorar e expandir as opcdes de tratamento para o cancer

do colo do utero [14].

Os Produtos Naturais e o Cancer

Os produtos naturais tém sido utilizados no curso das civilizagbes como
tratamentos para doencas e desconfortos. Existem registros de preparacdes
farmacéuticas baseadas em plantas e outros produtos de origem natural que datam

de 3.000 a 6.000 anos. A fonte desses produtos sdo plantas, animais, fungos,
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bactérias e algas [15]. Atualmente, muitos dos produtos utilizados na medicina vém
ou sdo derivados da natureza. Um dos exemplos mais caracteristicos desse tipo de
produtos é o acido acetilsalicilico, conhecido como Aspirina®. Atualmente, o principio
ativo dessa droga é sintetizado. No entanto, tem origem na salicina, um metabdlito
secundério extraido da planta Salix alba. Outro exemplo bastante popular é a
penicilina, um dos antibiéticos mais conhecidos descobertos acidentalmente pelo
vencedor do Prémio Nobel Alexandre Fleming, do fungo Penicillum nonatum. Da
mesma forma, existem muitos exemplos de drogas como morfina, eritromicina, e a
lista continua [5].

Para o cancer, os exemplos mais caracteristicos sdo o paclitaxel, cujo nome
comercial é Taxol®, um metabdlito secundario obtido de Taxus brevifolia, o ingerol-3-
ingalte isolado de Euphorbia peplus e, os alcalbéides vimblastina e vincristina, obtidos

de Catharanthus roseus [5,16].

Ibervillea sonorae, fitoquimica e suas propriedades contra o cancer

Ibervillea sonorae (S. Watson) Greene é uma planta da familia Cucurbitaceae
gue cresce no noroeste do México, principalmente no deserto de Sonora, conhecida
como "Wereke" ou "Guareque" (Figura 1). A raiz desta planta € amplamente utilizada
na medicina tradicional nessa regido do México para o tratamento de diabetes e
cancer. A apresentacdo farmacéutica usada na medicina tradicional limita-se
basicamente a secagem e pulverizacdo da raiz, a introducdo do p6 nas capsulas e
sua administracao oral [6]. Existe um produto derivado de I. sonorae comercializado
no México cuja formulacéo consiste em 0,2 g da planta seca (registro 010RH2013SSA
na Comision Federal para la Proteccién Contra Riesgos Sanitarios, COFEPRIS), com
indicacao para “auxiliar no alivio de sintomas como palpita¢ées, cefaleias, disturbios
visuais e tonturas”, usos néo indicados pela farmacopeia mexicana [6].

Estudos fitoquimicos em |. sonorae determinaram que sua COmMpPOSICA0
guimica inclui principalmente cucurbitacinas, as quais podem se encontrar na
natureza na forma glicosilada (glicona) ou nao glicosilada (aglicona), ambas

encontradas em |. sonorae (Figura 2) [8,17,18].
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Figura 1. Raiz de Ibervillea sonorae (S. Watson) Greene
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Figura 2. Cucurbitacinas de |. sonorae*.

InvestigacBes com extratos etandlicos brutos e fracdes provenientes das
raizes de |. sonorae destacam o efeito hipoglicémico em modelo de ratos diabéticos,
mas sem atribuir essa atividade a nenhuma das cucurbitacinas identificadas
fitoquimicamente [19-21]. Outros estudos relatam a atividade antioxidante e atividade

anti-inflamatéria desses extratos e fracdes [22].
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Por outro lado, no caso do cancer, duas cucurbitacinas triterpénicas exibiram
atividade antiproliferativa em linhas celulares de cancer: a kinoina A (5), que induz a
morte celular por apoptose em HelLa [8] e a cucurbitacina Ilb, Cllb (2), que possui
atividade antitumoral em modelo de xenoenxertos de HeLa em camundongos

atimicos nu/nu [7,8].

Atividade Biologica de Cucurbitacinas em Células de Cancer

As cucurbitacinas sdo metabolitos secundarios de natureza triterpénica, cuja
estrutura quimica central € constituida pela 19-(10->9pB)-abeco-10a-lanost-5-eno
[23,24]. Essa familia de substancias é reconhecida por suas atividades bioldgicas,
funcionando como imunomoduladores, até mesmo com atividades anticancer [23].
Nas células cancerosas, muitas cucurbitacinas tém a capacidade de induzir a
interrupcdo do ciclo celular, principalmente nas fases S e G2/M, de inibir a
despolimerizagéo do citoesqueleto, de induzir a morte celular por apoptose, autofagia
ou por uma combinacdo de dois ou mais desses efeitos [8,23,32—-38,24-31], por
diferentes vias de acéo. No entanto, sabe-se que as cucurbitacinas induzem a morte
celular por apoptose, interferindo na via JAK2/STAT3 [28,29,35,39,40], que esta
intimamente relacionada aos processos de proliferacdo, diferenciacdo e apoptose,
angiogénese, respostas imunes e metastases [41]. As interacfes estrutura-proteina
desse processo ndo foram descritas, principalmente devido ao fato de que uma
mesma cucurbitacina pode ou n&o interferir nessa via, dependendo da linha celular,
como a cucurbitacina | [37]. Isso, por sua vez, dificulta a correlacdo na presenca de
farmacéforos nas cucurbitacinas que interferem na via de sinalizacdo JAK2/STATS3.

Entre os diferentes efeitos bioldgicos que as cucurbitacinas podem induzir nas
células cancerosas, a capacidade de inibir a despolimerizacao do citoesqueleto esta
associada a presenca de um aceptor de Michael, na cadeia lateral do triterpeno,
consistindo de um grupo cetona em C-22 conjugado a uma ligagéao dupla entre C-23
e C-24. Esse farmacoforo tem a capacidade de formar uma ligagdo covalente com as
cisteinas da actina dos microtubulos [30,42]. No entanto, as cucurbitacinas Clib (2)
e a kinoina A (5), isoladas de I|. sonorae [7,8], ndo possuem essa caracteristica
estrutural. Por isso, um bom comec¢o para determinar o mecanismo de agédo dos
fitopreparados e Cllb (2), é avaliar seu efeito sobre a expressao das proteinas mais
afetadas pelas cucurbitacinas, como € STAT3.
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A cucurbitacina ClIb (2) exibe atividade anti-inflamatéria in vitro [34] e atividade
antiproliferativa em linhas celulares de cancer de prostata androgénico independente
(DU145 e PC3) e também na linhagem dependente de androgénicos (LNCaP), na
gual apresenta maior efeito [43].

E interessante observar que essa planta tem sido consumida ha longo tempo
no norte do México, sem efeitos colaterais aparentes [6].

O Desenho dos Fitopreparados de Ibervillea sonorae

O intuito desta pesquisa é o de desenvolver dois fitopreparados a partir das
raizes de I. sonorae, considerando as informacgfes populares sobre seu uso, bem
como os resultados prévios sobre sua composicdo quimica (cucurbitacinas) e sua
atividade biolégica (antitumoral).

Para isso, tomamos como referéncia definigcdes e regulamentos internacionais
(Organizacdo Mundial da Saude - OMS), mexicanos (Ley General de Salud) e
brasileiros (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA). A OMS nao
estabelece uma diferenciacdo para fitopreparado, fitofarmaco ou fitoterapico. Isso
pode ser devido ao fato de que o significado de fitopreparado, ou seu equivalente,
entre as leis de diferentes paises pode variar drasticamente. No entanto, estabelece
alguns conceitos gerais sobre as origens dos produtos naturais, dando sentido ao que
€ conhecido como Medicina Tradicional: "... soma total de conhecimentos, habilidades
e praticas baseadas em teorias, crencas e experiéncias de diferentes culturas,
explicaveis ou ndo, usadas para manter a saude e prevenir, diagnosticar, melhorar ou
tratar doencas fisicas e mentais” [44].

No México, onde |. sonorae faz parte da medicina tradicional, a “Ley General
de Salud” define, no artigo 224, secdo B, subsecédo lll, os fitopreparados como:
“Produtos feitos de material vegetal ou qualquer derivado deste, cujo principal
ingrediente é a parte aérea ou subterrdnea de uma planta ou extratos e tinturas, além
de sucos, resinas, 6leos graxos e essenciais, apresentados em forma farmacéutica,
cuja eficacia e seguranca terapéutica foram cientificamente confirmadas na literatura
nacional ou internacional”. Quanto ao Regulamento para Suprimentos de Saude,
especifica, no artigo 66, que um medicamento fitoterapico "... além de conter material

vegetal, pode adicionar excipientes e aditivos a sua formula". De certa forma,
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nenhuma das duas definicdes exige que conhegamos o contetdo do fitopreparado,
exceto o excipiente ou aditivo que ele pode exigir.

No Brasil, 0 6rgédo que regula esses produtos e seus derivados é a ANVISA. A
agéncia possui um compéndio com um total de 655 paginas dedicadas
exclusivamente a produtos fitoterqpicos, com normas para o registro e avaliacdo de
fitoterapicos. Nele, foram estabelecidos todos os regulamentos e processos que 0S
produtos dessa natureza devem cumprir. Em nossas pesquisas, focamos nos critérios
referentes a composicao quimica.

Entende-se como fitopreparado um produto de origem vegetal que se encontra
em etapa de investigacdo, e que tem como objetivo tornar-se um fitoterapico. Para
construir o caminho dos requisitos necessarios para padronizar os fitopreparados,
avaliamos como a ANVISA define o termo “fitoterapico”: “Produto obtido de matéria-
prima vegetal, exceto substancias isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou
paliativa, incluindo medicamento fitoterapico e produto tradicional fitoterapico,
podendo ser simples, quando ativo € proveniente de uma Unica espécie vegetal
medicinal, ou substancia, quando o ativo é proveniente de mais de uma espécie
vegetal”.

A ANVISA estabelece alguns critérios para o desenvolvimento de fitoterapicos,
dentre os quais destacamos o estudo fitoquimico, identificando a maior quantidade
de substancias presentes no fitopreparado, e a quantificacdo de um marcador
guimico. Esse marcador quimico pode ser a substancia mais abundante no
fitopreparado ou aquele ao qual é atribuida a atividade biol6gica. Essa quantificacao
funciona como um controle de qualidade fitoterapico, garantindo que o produto
mantenha suas caracteristicas quimicas e possa reproduzir os efeitos farmacolégicos
correspondentes.

Por isso, nesta pesquisa, foram utilizados cromatograficos acoplado aos
espectrométricos para determinar a composicao quimica de dois fitopreparados, bem
como para quantificar o marcador quimico escolhido. Na parte biol6gica, usamos
linhas celulares e um modelo de camundongos imunossuprimidos para avaliar as
diferencas entre as atividades biologicas dos dois fitopreparados em relacdo ao

marcador utilizado para sua padronizagao.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

- Avaliar o efeito de dois fitopreparados de Ibervillea sonorae (S. Watson)
Greene sobre a atividade antitumoral in vivo sobre a linhagem celular HelLa

em camundongos atimicos nu/nu.

Objetivos Especificos

- Obter um fitopreparado que conserve a integridade fitoquimica de Ibervillea
sonorae (S. Watson) Greene.

- Obter um fitopreparado com um contetdo maior de cucurbitacinas de
Ibervillea sonorae (S. Watson) Greene.

- Determinar a composi¢do quimica qualitativa dos fitopreparados de Ibervillea
sonorae (S. Watson) Greene por APCI-IT-MSn.

- Isolar e identificar a cucurbitacina Cllb (2) de Ibervillea sonorae (S. Watson)
Greene para usa-la como marcador quimico e padréo de referéncia para os
ensaios bioldgicos.

- Padronizar os dois fitopreparados de Ibervillea sonorae (S. Watson) Greene
pelo método do padrdo interno, utilizando Cllb (2), pela técnica FT-ICR-
MS/MS.

- Avaliar a atividade antiproliferativa dos fitopreparados e de Cllb (2), pelo
método do MTT, nas linhas celulares HelLa, LS180, A549, MDA-MB-231 e
ARPE19.

- Comparar o0 mecanismo de acdo dos fitopreparados com a Cllb (2) por
western blot, através da avaliagdo das proteinas JAK2, STAT3, Bcl-2 e
caspasa-3, na linha celular HelLa.

- Avaliar o desenvolvimento tumoral em modelo de xenoenxertos da linha
celular HeLa em camundongos atimicos nu/nu, empregando os fitopreparados

e usando Cllb (2) como referéncia.
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CAPITULO 2

MATERIAIS E METODOS

Material Vegetal

A espécie Ibervillea sonorae (S. Watson) Greene (Cucurbitaceae) foi coletada
no deserto de Sonora, no México. A identificacdo taxonémica foi feita pelo Eng. Jesus
Sanchez Escalante e depositada no Herbario da Universidade de Sonora com nimero
de voucher USON-22024. Resumidamente, a raiz (2000 g) da planta foi cortada em
fatias e colocada em uma camara de secagem por conveccgao a 40 °C até a secagem
maxima. Posteriormente, as fatias secas (434 g) foram moidas em um moinho Wiley

a 200 mesh. O po resultante foi armazenado a —20 ° C.

Obtencao dos fitopreparados

Neste trabalho, a nomenclatura dos fitopreparados reune o prefixo “Fito” refere-
se ao tipo de produto, um fitopreparado ou produto de origem vegetal; o enfixo “Ison”
refere-se a contracdo do nome cientifico da planta “Ibervillea sonorae” e o sufixo,

EtOH e EtOAc, referem-se aos solventes usados na extragao.

Fitopreparado com integridade fitoquimica — Fito-Ison-EtOH

Uma aliquota do p6 (100 g) de I. sonorae foi percolada com 1000 mL de EtOH
70% com fluxo de 1,5 mL/min. O percolado foi concentrado em evaporador rotativo

sob presséo reduzida e a temperatura fixa de 40 °C e em seguida liofilizado.

Fitopreparado com maior conteudo de cucurbitacinas — Fito-Ison-EtOAc

Uma aliquota do p6 (100 g) foi macerada com 1000 mL de EtOAc durante 7
dias com agitacdo periodica. Em seguida, o extrato foi filtrado, concentrado em
evaporador rotativo a pressao reduzida e temperatura de 40 °C e liofilizado.
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Analise por comparativa dos fitopreparados HPLC-PDA

Uma aliquota (100 mg) de cada um dos fitopreparados foi dissolvida em 2 mL
de MeOH. As analises cromatogréficas foram realizadas no sistema de cromatografia
liguida de alta eficiéncia acoplada com detector de conjunto de fotodiodos (HPLC-
PAD, Waters), usando uma coluna cromatografica Luna C18 20 x 21,2 mm com
tamanho de particula de 5 microns (Phenomenex). O detector de conjunto de
fotodiodos (PDA) foi ajustado em 210 nm. A fase movel consistiu de um gradiente
formado pela mistura de ACN e H20 (agua ultrapura obtida do Milli'Q System
[Millipore, Bedford, MA, EUA]); A eluigédo foi iniciada aos 0 min com 5% de ACN,
depois, aos 40 min atingiu 30% de ACN, entdo, aos 50 min aumentou para 40% de

ACN e, finalmente, aos 60 min o gradiente voltou a 5% de ACN.

Fracionamento de Fito-lson-EtOH

Uma aliquota (1000 mg) do Fito-Ison-EtOH foi dissolvida em 20 mL de MeOH
para dar uma solucdo de 50 mg/mL. O fracionamento foi realizado por meio de varias
injecbes de 2 mL dessa solucao no sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada com detector de conjunto de fotodiodos (HPLC-PAD, Waters), usando uma
coluna cromatogréfica Luna C18 20 x 21,2 mm com tamanho de particula de 5
microns (Phenomenex). O detector de conjunto de fotodiodos (PDA) foi ajustado em
210 nm. A fase movel consistiu de um gradiente formado pela mistura de ACN e H20
(Agua ultrapura obtida do Milli'Q System [Millipore, Bedford, MA, EUA]); A eluigéo foi
iniciada aos 0 min com 5% de ACN, depois, aos 40 min atingiu 30% de ACN, entéo,
aos 50 min aumentou para 40% de ACN e, finalmente, aos 60 min o gradiente voltou
a 5% de ACN. A Kinoina B diglicosideo (1) (204 mg) foi obtida ap6s 45,6 min, e uma
mistura de Cllb (2) e a cucurbitacina 3 foi obtida ap6s 52,8 min. Esta mistura foi
separada em uma coluna cromatografica de 1,5 x 20 cm empacotada com gel de
silica 200 mesh e eluida com EtOAc, fornecendo Cllb (2) (7,4 mg) e a cucurbitacina
3 (10,2 mg).
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Identificagc&o das substancias isoladas por RMN e FT-ICR-MS

Os experimentos de RMN foram realizados em equipamento Bruker Advance
600 MHz. As amostras foram processadas usando CDs3OD como solvente. Os
espectros RMN de H, 13C, HMBC, HSQC e TOCSY foram registrados para Cllb (2)
e para as outras substancias isoladas. A determinacdo da massa de Clib (2) foi
realizada por FT-ICR-MS, em equipamento FTMS Solarix (Bruker) equipado com uma
fonte ESI. Utilizando concentracdes de 0,5 ppm em MeOH grau LC-MS. A amostra
(0,5 ppm em MeOH grau LC-MS) foi injetada nas seguintes condi¢des; temperatura
do capilar 200 °C, 4,5 kV na fonte, tube lens —20 V, fluxo de gas de secagem 3 L/min
e fluxo de amostra de 5 pyL/h, com 50 varreduras de aquisicdo e tempo de retencao

de ions de 0,5 s. A fragmentacéo foi realizada por CID com argoénio (14 eV).

Triagem fitoquimica de Fito-Ison-EtOH e Fito-Ison-EtOAc por APCI-IT-MSn

Inicialmente, cada fitopreparado (10 mg) foi dissolvido em 1,5 mL MeOH/H20
85:15 v:v e efluido através de cartucho C18 (STRATA™, C18-E, Phenomenex) com
mais 2 mL da mesma mistura de solventes. O eluato obtido foi concentrado em
evaporador rotativo sob presséo reduzida e temperatura fixa de 40 °C.

Em seguida, cada fitopreparado foi redissolvido em MeOH grau LC-MS para
gerar solucdes de concentracédo de 5 ppm, que foram filtradas em membrana de
PVDF de 0,22 pm.

Cada fitopreparado foi injetado no equipamento Thermo LTQ-XL equipado com
APCI e analisador ion-trap operando no modo negativo, com fluxo de injecao de 10
pL/min, temperatura capilar de 320 °C, tube lens —124 V, 1,5 kV e 5 pA na fonte e 15
unidades arbitrarias de gas. A fragmentacao foi realizada pelo método CID usando

hélio para ativagéo idnica e energia de colisdo de 30 eV.

Quantificacéo de Cllb (2) por FT-ICR-MS/MS

Este método de quantificagdo consiste em construir uma curva de calibracdo
baseada na intensidade de um dos sinais da fragmentacéo do analito (Cllb (2)). Apés
determinarmos o padrédo de fragmentacdo de Cllb (2) por FT-ICR-MS/MS,
escolhemos como sinal o de m/z 387.2526 (Anexo 2) por ser o fragmento mais
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abundante, e determinar as massas, proporgdes e intensidade dos fragmentos sob
condicdes controladas em diferentes concentragoes [45—-48].

As solucdes para a quantificacdo de Cllb (2) nos fitopreparados, pelo método
de adicdo do padréo [49], foram preparadas da seguinte maneira: Foram preparadas
8 solugbes de 1 ppm para Fito-Ison-EtOAc e 2 ppm para Fito-Ison-EtOH. A cada uma
das solucdes dos fitopreparados foram acrescentados; 0,0049 ug, 0,0098 ug, 0,0195,
Mg 0,0391 ug, 0,0781 pg, 0,1562 pg e 0,3125 pg de Cllb (2), deixando uma solucao
sem ClIb (2) adicionado (0,0000 pg). Em seguida, a curva de calibracdo para cada
um dos fitopreparados foi construida a partir da injecdo das respectivas solu¢des
seriais de cada fitopreparado, registrando-se a intensidade do sinal de m/z 387.2526
[45-48], sob as seguintes condicdes; temperatura de 200 °C em capilar, 4.5 kV na
fonte, tube lens a —20 V, fluxo de gas de secagem a 3 L/min e fluxo de amostra de 5
puL/h com 50 varreduras de aquisicdo com tempo de retencdo de ions de 0,5 s. A
fragmentacao foi realizada por CID com argdnio, a 14 eV. As curvas de calibracao

foram construidas usando o pacote Microsoft Office 2019 Excel.

Atividade Bioldgica In vitro de Fitopreparados e Cllb (2)

Cultura celular

Para as linhas celulares HelLa (cancer do colo do utero humano), A549
(carcinoma do pulm&o humano), LS180 (carcinoma do co6lon humano) e ARPE19
(retina humana), foi utilizado o meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle's Medium
suplementado ao 10 % com soro fetal bovino (D10F). O meio de cultura RPMI 1640
suplementado ao 10% com soro fetal bovino (RPMI10F) foi utilizado para a linha
celular MDA-MB-231 (cancer de mama triplo negativo). As células foram cultivadas
em uma incubadora a 37 °C em uma atmosfera de 5% de CO2 e manipuladas em
condicdes estéreis em capela de fluxo laminar com filtros HEPA de nivel 2 de

biosseguranca.

Ensaio de proliferacado celular pelo método do MTT

De cada um dos fitopreparados e Cllb (2) foram preparadas solucdes de 40

mg/mL em DMSO, a partir das quais foram preparadas soluc¢des seriais abaixo de

24



100 pg/mL. As solucdes de cisplatina foram preparadas diretamente no meio de
cultura isento de suplementos e soros, em concentracdes seriadas abaixo de 50
pg/mL. A solucéo de trabalho de MTT foi preparada dissolvendo 5 mg de MTT em 1
mL de PBS 1X e filtrando em membrana de PVDF (0,22 um) sob condicfes estéreis.

Uma suspensao de células de 200.000 células/mL foi preparada no meio de
cultura correspondente a cada linha celular, e 10.000 células foram distribuidas em
cada poco de uma placa de 96 pocos. As células foram incubadas por 24 h. Apés o
tempo decorrido, 50 pL das solucdes seriais foram adicionados a cada um dos pocos
e a placa foi incubada, de acordo com o tempo de cada experimento, 24 h, 48 he 72
h, sob condi¢cdes de cultivo. Posteriormente, o meio de cultura foi removido das
placas, os pocos foram lavados com PBS1X. Subsequentemente, foram
acrescentados 100 pL de meio de cultura com solucdo de MTT (9:1). A placa foi
incubada por 4 h, sob condi¢des de cultivo. Apds 4 h, os cristais de formazan foram
dissolvidos com 100 pL de alcool isopropilico acidificado, ap6s 10 min de incubacéo,
a leitura da absorbancia foi realizada em um espectrofotdmetro de placas, configurada
para leitura dual, aos comprimentos de onda de 630 nm e 570 nm. Os calculos

correspondentes foram feitos no pacote Excel do Microsoft Office 2019.

Western blot de HelLa pds-tratamento com fitopreparados e Clib (2)

Os anticorpos utilizados para estes ensaios foram: Anticorpo GAPDH Santa
Cruz (SC-20357) a 1:200, anticorpo p-STAT3 (phospho Tyr705) Genetex
(GTX118000) a 1:1000, anticorpo p-JAK2 (phospho Tyrl007/1008) Genetex
(GTX61122) a 1:500, anticorpo Bcl-2 Santa Cruz (SC-7382) em 1:200, anticorpo
Caspase-3 Santa Cruz (SC-65497) em 1:200, anticorpo Nrf2 Santa Cruz (SC-722) em
1:200 e anticorpo Claved-caspase-9 (Asp330) Cell Signaling (9501p) a 1:1000. As
diluicdes dos anticorpos séo feitas em TBS1X, 0,1% de tween 20 (TBS-T) e 5% de
nonfat dry milk (Blotting Glade Blocker, Bio-Rad). A partir de cada um dos
fitopreparados e de Cllb (2), foram preparadas solucbes a 40 mg/mL em
dimetilsulféxido (DMSO), a partir das quais foram preparadas solucdes de 30 uM para
Clib (2), 30 pg/mL de Fito-Ison-EtOAc e 50 pug/mL de Fito-lson-EtOH. A solucéo de
cisplatina de 30 uM foi preparada diretamente no meio de cultura DMEM sem

suplementos.
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As células HelLa séo cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? por 24 h em
condi¢cbes de cultura; posteriormente, o0 meio de cultura é descartado e substituido
pelo que contém os tratamentos nas concentracdes correspondentes, para cada
teste. Apoés o tempo de incubacdo determinado para cada experimento e das
proteinas a serem avaliadas, as células sé@o colhidas com tripsina EDTA a 0,25% e
centrifugadas com tudo e sobrenadante por 7 min a 1700 RPM. Usando um leito de
gelo, os seguintes procedimentos foram realizados: o sobrenadante é descartado, o
pacote de células é ressuspendido em tampéao de lise com inibidores de fosfatase e
protease; a solugcéo € misturada em vortice e centrifugada a 14.000 RPM por 30 min,
o0 sobrenadante é recuperado e as proteinas sdo quantificadas pelo método de
Bradford.

No gel de SDS 12% foram colocados 30 pg de proteina das amostras
misturadas com tampao de carregamento. A transferéncia foi realizada em
membranas de PVDF e o bloqueio com 5% de nonfat dry milk TBS-T. Os anticorpos
foram incubados usando como solvente TBS-T nonfat dry milk 5%, seguido por trés
lavagens em membranas com TBS-T e incubacdo com anticorpos secundarios

conjugados com HRP utilizando nonfat dry milk com TBS-T 5%.

Ciclo celular por citometria de fluxo

As células HelLa foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm?® por 24 h e,
posteriormente, os tratamentos foram adicionados a 30 pM para Clib (2), 30 pg/mL
de Fito-Ison-EtOAc, 50 ug/mL de Fito-Ison-EtOH e 30 uM de cisplatina, este ultimo
preparado diretamente no meio de cultura DMEM sem suplementos. As células
tratadas foram incubadas por um periodo de 24 h. Apds o tempo de incubacao, as
células foram colhidas com tripsina, lavadas com PBS 1X e fixadas com EtOH a 70%.
Para esta analise, foi utilizado o kit The Muse® Cell Cycle, uma solu¢cdo composta de
iodeto de propidio e RNAse A, que foi adicionada as células previamente lavadas com
PBS 1X, a suspenséao celular foi deixada em incubacgéo por 30 minutos com a solucéo
The Muse® Cell Cycle, e as leituras foram feitas no Guava® Muse® Cell Analyzer.
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Imunofluorescéncia de p21

Brevemente, 1,2x10° células HelLa foram distribuidas em uma placa de 24
pocos, com uma lamela circular no fundo de cada poco. A placa foi cultivada por um
periodo de 24 horas e, em seguida, os tratamentos foram adicionados nas mesmas
concentragdes usadas nos testes de Western blot. Os tratamentos foram removidos
apos 48 h, o meio de cultura foi adicionado aos pocos sem tratamentos e para em um
periodo de incubacéo de 72 h. Apés o ultimo periodo de incubacéo, as células foram
lavadas trés vezes com PBS1X e fixadas com PBS1X ao 4 % de formaldeido por 20
min. No final da fixacdo com o formaldeido, as células foram lavadas trés vezes com
PBS1X a 1% de BSA para subsequentemente permeabilizar e bloquear com uma
solucéo de blogueio em PBS1X e 1% de BSA por 45 min. Apds permeabilizacéo e
bloqueio, as células foram incubadas durante a noite com anti-p21 1:200 a
temperatura de 2 a 8 °C. Posteriormente, as células foram lavadas trés vezes por
cinco minutos com PBS1X e BSA a 1% e incubadas com o anticorpo secundario,
Alexa Fluor 594 fluorocromo 1:1000 por 60 minutos. No final da incubacdo com o
fluorocromo, as células foram lavadas novamente trés vezes com PBS1X e BSA a
1%. As lamelas foram cobertas com solucdo DAPI 1:1000, montadas em uma lamina
e seladas nas extremidades. As observacdes foram feitas em um microscopio de

fluorescéncia Carl-Zeiss.

Atividade Antitumoral in vivo por xenoenxertos de Linha Celular HeLa em

Camundongos Atimicos nu/nu

Dez camundongos foram separados por grupo, formando um total de cinco
grupos divididos em: Grupo 1 de DMSO a 2%, Grupo 2 de cisplatina a 2 mg/kg, Grupo
3 de Cllb (2) a 5 mg/kg, Grupo 4 de Fito-lson-EtOAc a 20 mg/kg e Grupo 5 de Fito-
Ison- EtOH a 30 mg/kg. Camundongos atimicos da linhagem nu/nu de 4 semanas
foram xenotransplantados, na regido subcutanea da parte superior do dorso, com 200
uL de uma solucdo HelLa de 5x10° células/mL. Apds o tumor atingir as dimensdes de
100 mm?3, os tratamentos foram iniciados. Foi considerado um peso de 20 g para cada
camundongo, administrando 200 pL de cada tratamento a cada trés dias durante 15
dias. A administracdo dos tratamentos foi realizada por via subcutanea na superficie

inferior do tumor, dentro da capela de fluxo laminar. Os camundongos foram mantidos
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em biotério de biosseguranca nivel 3, em caixas com filtros de ar HEPA, temperatura
controlada a 25 °C, comida e agua ad libitum e ciclos de 12 h claro/escuro. O
monitoramento do volume tumoral foi realizado com a ajuda de um vernier, usando a

formula de v = ¢ (1/2), onde v= volume, c= comprimento e |= largura.

CAPITULO 3

RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtencdao dos fitopreparados

Os produtos naturais para fins medicinais podem ser obtidos de varias
maneiras, que dependem do uso terapéutico para o qual serdo utilizados [50]. A forma
de administracdo de |. sonorae na medicina natural € oral, em cépsulas, que contém
o p6 da raiz seca. No entanto, devido a identificacdo de algumas substancias capazes
de inibir o desenvolvimento de tumores em um modelo murinho, como o Cllb (2) [7],
foi planejado obter dois fitopreparados: um que retém a integridade fitoquimica da
planta e outro, em que o conteddo de cucurbitacina, na forma de genina, seja maior.
Para obter esses dois fitopreparados, foram usados dois diferentes métodos de
extracdo do pd da raiz seca. Para obter um fitopreparado com caracteristicas
fitoquimicas mais proximas daquelas da planta, foi utilizada a percolacdo com EtOH
70%, denominado “Fito-Ison-EtOH”. Para obter um fitopreparado com maior conteido
de cucurbitacinas foi utilizada a extragdo por maceracao com EtOAc e denominado
“Fito-1son-EtOAC”.

O rendimento obtido a partir do po liofilizado foi de 16% para Fito-lson-EtOH e
2% para Fito-lIson-EtOAc. Essa diferenca provavelmente é devido ao fato de que a
percolagéo € muito mais eficiente, devido ao continuo fluxo de solvente ndo saturado
na matriz vegetal [51]. Além disso, o Fito-Ison-EtOH tende a ser um fitopreparado
mais complexo do que Fito-Ison-EtOAc devido a alta polaridade das cucurbitacinas
presentes em |. sonorae, o que pode ser constatado pelos cromatogramas (210 nm)
de cada fitopreparado (Figura 3).

Ambos cromatogramas apresentam separacao praticamente de linha base.

Contudo, no cromatograma de Fito-Ison-EtOAc as substancias comegam a eluir
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apenas a partir de 40 min, enquanto que no de Fito-Ison-EtOH elas eluem a partir dos
5 min. Apés 44 min, observam-se trés picos de maior intensidade com tempos de

retencdo de aproximadamente 45 min, 50 min e 53 min.
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Figura 3. Cromatogramas comparativos dos fitopreparados de Ibervilea sonorae

Identificagc&o das substancias isoladas de Fito-Ison-EtOH

Para determinar a natureza quimica das trés substancias, foram realizados
NMR (Anexo 1) de 'H, DEPTQ, TOCSY, HMBC e HSQC assim como espectrometria
de massa de alta resolugéo, FT-ICR-MS (Anexo 2).
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A Kinoina A diglicosideo (1) e a cucurbitacina Cllb (2) isoladas de Fito-Ison-
EtOH tiveram seus dados espectrométricos comparados com aqueles anteriormente
publicados [8,17,18,52].

A estrutura da substancia 3 foi determinada pelos experimentos 'H, DEPTQ,
HSQC, HMBC y TOCSY de RMN (Tabela 1, Anexo 3), pelos quais foram observados
deslocamentos quimicos semelhantes aos de 1. As principais diferencas entre 1 e 3
encontram-se na cadeia lateral da cucurbitacina, especificamente nos carbonos C-
22, C-23, C-24, C-25, C-27 e seus respetivos prétons (Tabela 1). O deslocamento
quimico de C-22 em 1 (6 215,8) é caracteristico da presenca de um grupo cetona,
enquanto que em 3 o deslocamento quimico (6 80,6) é caracteristico de um alcool.
Adicionalmente, os carbonos C-23 (6 128,2) e C-24 (6 134,4), e seus respetivos
prétons H-23 (6 5,77) e H-24 (6 6,33), em 3 sdo caracteristicos da presenca de uma
ligagdo dupla (A 23). Dois sinais adicionais em & 141,6 e § 115,5 séo caracteristicos
também de uma ligacéo dupla terminal entre C-25 e C-27 (A 2> ?7), respectivamente.

Tabela 1. Dados espectrométricos de RMN da cucurbitacina 3 2P

Posicdo *C Ha (J Hz) Hb (J Hz) Posicéo 13C Ha (J Hz) Hb (J Hz)
1 246 0,88 (s) 154 (m) 22 80,6 4,03 (d, 6,1)
2 26,4 1,54 (m) ég @ 53 128,2 5,77 (dd, 6,1, 15.8)
3 830 3,21(s) 24 1344 6,33 (d, 15,8)
4 41,2 25 141.6
5 1424 26 17,5 1,83 (s)
6 118,1 5,70 (d, 5,4) 27 1155 4,92 (s)
7 234 1,93 (dd, 5,4, 18,0) 2,34 (m) 28 21,5 0,94 (s)
8 42,9 1,85 (m) 29 22,7  1,85(s)
9 47,7 30 18,1 1,25 (s)
10 351 2,33(s) 1a 99,5 4,29(d, 7,7)
11 2157 2'a 75,3 3,38 (m)
12 48,7 2,42 (m) 3,13(m) 3a 76,2 3,15 (m)
13 56,9 4'a 78,7 3,44 (dt, 9,0, 16,7)
14 51,2 5'a 70,7 3,21 (t, 9,3)
1,77 (dd, . 3,78
15 44,3 1,45 (d,13,2) 9.3,13,2) 6'a 61,6 3,60 (dd, 5,4, 11,5) (d.11,5)
16 68,0 4,65(m) 1'b 99,8 5,31 (s)
17 55,4  2,33(d, 6,7) 2'b 70,8 3,82 (dd, 1,6, 3,2)
18 19,0 0,85 (d, 6,0) 3'b 70,6 3,60 (M)
19 18,9 0,97 (s) 4'b 72,7 3,34 (m)
20 75,8 5'b 71,0 4,58 (m)
21 240  1,14(s) 6'b 17,0 1,12 (s) 1,13(d,1,9)

2 Os deslocamentos quimicos sado expressados em valores & (ppm). TMS foi utilizado como referéncia interna.
b Aquisicéo do espectro foi realizada em CD30D.

Outros sinais importantes de correlacéo da substancia 3 sdo observados entre
0 préton anomerico da glucose (H-1’, 6 4,29) e C-3 da aglicona (6 83,0), entre o proton
anomérico da rhamnose (H-1”, 6 5,31) e 0 C-2’ (6 75,3) da glucose e entre 0 C-25 da
aglicona (6 115,5) e os prétons H-24 (6 6,33) e H-26 (6 1,83) (Figura 4).
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HMBC

Figura 4. Correlagdes HMBC para a cucurbitacina 3

Finalmente, a massa isotdpica da molécula desprotonada m/z 793,4384 [M-H]~
, obtida da substancia 3 por FT-ICR-MS (Figura 5), coincide com a férmula molecular
em seu estado ionizado, C42HesO14 (793,4380), com erro aceitavel de 0,5 ppm entre
o valor tedrico e o resultado experimental [53]. A fragmentacdo MS:2 do ion precursor
m/z 793,4384 [M-H]- gerou o ion produto de m/z 793,4384 [M-CsH1202-H],
correspondente a fragmentacdo da cadeia lateral do triterpeno. Portanto, a substancia
3 foi caracterizada como sendo a nova cururbitacina 3: “3-((-4,5-diidroxi-6-
(hidroximetil)-3-((-3,4,5-triidroxi-6-metiltetraidro-2H-piran-2-il)oxi)tetraidro-2H-piran-2-
il)oxi)-17-((E)-2,3-diidroxi-6-metilepta-4,6-dien-2-il)-16-hidroxi-4,4,9,13,14-
pentametil-1,2,3,4,7,8,9,10,12,13,14,15,16,17-tetradecahidro-11H-

ciclopentalaJfenantren-11-ona”.
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Figura 5. Espectro FT-ICR-MS da cucurbitacina 3

Identificac&o de substancias em Fito-Ison-EtOH e Fito-Ison-EtOAc por APCI-IT-
MSn

A espectrometria de massa é uma das ferramentas mais importantes na
pesquisa fitoquimica de produtos naturais. Essa técnica permite identificar, atraves

da massa e do padrdo de fragmentacao das substancias, os substancias contidos nas
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amostras [54]. Entre as técnicas de espectrometria de massas, € necessaria uma
fonte para a ionizacao das amostras. Existem diferentes tipos de fontes de ionizacéo,
a mais comum é a ESI, que tem a capacidade de ionizar substancias de polaridades
muito diferentes. Por outro lado, também existe a fonte APCI ou ionizacdo quimica a
pressao atmosférica, esse tipo de ionizacao é utilizado para substancias de natureza
menos polar, como os triterpenos. Nesta investigacdo, apds testar os dois tipos de
fontes de ionizacdo, a APCI no modo negativo, foi a que apresentou os melhores
resultados, podendo assim identificar trés triterpenos nao glicosilados, que nao
conseguimos identificar usando a fonte de ionizagdo ESI, e quatro triterpenos com
unidades sacaridicas, ou seja, um total de sete substancias identificadas por APCI-
IT-MSn.

A fragmentagédo MS: do ion precursor m/z 811 [M-H]~ da substéncia 1 (Figura
6) gerou ion produto de m/z 793 [M-18-H]~, caracterizando a perda de uma molécula
de H20. A fragmentacdo MSs do ion precursor m/z 793 [M-18-H]~ gerou o ion produto
de m/z 647 [M-18-146-H]-, indicando a perda de uma unidade de rhamnose. A
fragmentacdo MS4 do ion precursor de m/z 647 [M-18-146-H]~ gerou o ion produto de
m/z 485 [M-18-146-162-H]-, caracterizando a perda de uma unidade de glicose. Os
resultados de RMN (Anexo 1) discutidos anteriormente e de FT-ICR-MS (Anexo 2),
complementam a total identificacdo e caracterizacdo da kinoina B diglicosideo (1)
[8,17].
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Figura 6. Padrao de fragmentacao da substancia 1, kinoina B diglicosideo (1).

A cucurbitacina Cllb (2) apresentou o ion referente a molécula desprotonada

de m/z 519 [M-H]~. A fragmentacdo MS2 do ion precursor de m/z 519 [M-H]~ gerou o

ion produto de m/z 501 [M-18-H]~, que representa a perda de uma molécula de H20.
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A fragmentacdo MSs do ion precursor de m/z 501 [M-18-H]~ gerou o ion produto de
m/z 387 [M-18-114-H]~ (perda da cadeia lateral do triterpeno, CeH1002) (Figura 7).
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A substancia 3 apresentou o ion referente a molécula desprotonada m/z 793

[M-H]~. A fragmentacdo MS2 do ion precursor de m/z 793 [M-H]~ gerou ion produto de

m/z 775 [M-18-H]~, caracterizando a perda de uma molécula de H20. A fragmentacao
MS3 do ion precursor de m/z 775 [M-18-H]~ gerou o ion produto de m/z 629 [M-18-

146-H] (perda de uma unidade de rhamnose) (Figura 8).
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Figura 8. Padrdo de fragmentacao da substancia 3.

Além dessas trés substancias isoladas, as analises usando APCI-IT-MSn

levaram a identificacdo de outras substancias conhecidas.

A fragmentacdo MS: do ion precursor de m/z de 503 [M-H]~ gerou o ion produto

de m/z 485 [M-18-H]~ (perda de uma molécula de H20). A fragmentagédo MS3s do ion
precursor de m/z 485 [M-18-H]- gerou o ion produto de m/z 371 [M-18-114-H]~

caracterizando a perda da cadeia lateral do triterpenos (CsH1002). Esse padrdo de

fragmentacao € semelhante ao obtido para Cllb (2), o que indica que a substancia 4
€ a Kinoina B (Figura 9) [17].
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Figura 9. Padréo de fragmentacao da substancia 4, kinoina B (4).

O espectro de massas da substancia 5 apresenta o ion referente a molécula

desprotona de m/z 503 [M-H]~. A fragmentag¢do MS: do ion precursor de m/z 503 [M-

H]~ gerou o ion produto de m/z 387 [M-116-H], caracterizando a perda da cadeia

lateral da cucurbitacina (CeH1202). Portanto, o substancia 5 € a kinoina A (5) (Figura

10), um isémero estrutural de kinoina B (4), presente em |. sonorae [8,17].
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Figura 10. Padréo de fragmentacado da substancia 5, kinoina A (5).

Fragmentacdo MS:2 do ion precursor m/z 665 [M-H]~ gerou o ion produto de
m/z 549 [M-116-H]-, caracterizando a perda da cadeia lateral de cucurbitacina
(CeH1202). A fragmentacdo MSs do ion precursor de m/z 549 [M-116-H]~ gerou o ion
produto de m/z 387 [M-116-162-H]-, caracterizando a perda de uma unidade de
glucose. Esse resultado indica que a substancia 6 é a kinoina A glicosideo (Figura

11), previamente identificada em I. sonorae [8,17].
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Figura 11. Padrao de fragmentacao da substancia 6, kinoina A glicosideo (6).

Fragmentacao do ion precursor m/z 811 [M-H]~ gerou o ion produto de m/z 677

[M-134-H]~, que representa a perda da cadeia lateral do triterpeno (CeH1403). A

fragmentacdo MSs3 do ion precursor de m/z 677 [M-134-H]~ gerou o ion produto de

m/z 531 [M-134-146-H]  caracterizando a perda de uma unidade de rhamnose. A
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fragmentacdo MS4 do ion precursor de m/z 531 [M-134-146-H]~ gerou o ion produto

de m/z 369 [M-134-146-162-H]~ caracterizando a perda de uma unidade de glucose.

Este padrdao de fragmentacao sugere que a substancia 7 € a kinoina A diglicosideo

(Figura 12), previamente identificada em |. sonorae [17].
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Figura 12. Padréo de fragmentacdo da substancia 7, kinoina A diglucosido (7).

Ambos fitopreparados apresentam todas as substancias (Tabela 2).

Tabela 2. Estrutura das cucurbitacinas identificadas nos fitopreparados de |. sonorae.

R3

21 OH

Substancia R R? R R Cc23 Cc24
(1) KBdg*® _ O-GIu-O-Rha H o OH 2H 2H
(2)Cllb 2)*®  OH OH o OH 2H 2H
(3)32° 0-Glu-O-Rha H OH pzs27 H (A224) H
(4)KinoinaB® OH H o OH 2H 2H
(5)Kinoina A®  OH H OH OH H (A224) H
(6) KAg ® 0-Glu H OH OH H (A224) H
(7) KAdg ® 0-Glu-O-Rha H OH OH H (A%29) H

2ldentificagdo por NMR e FT-ICR-MS/MS.

b ldentificagdo pelo padrdo de fragmentagdo em APCI-IT-MSn.
KBdg: Kinoina B diglicosideo

KAg: Kinoina A glicosideo

KAdg: Kinoina A diglicosideo
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Quantificacéo de Cllb (2) nos fitopreparados de I. sonorae por FT-ICR-MS/MS

Um dos requisitos necessarios para a caracterizacao de um fitoterapico € a
guantificacdo de seus constituintes. Quando as atividades bioldgicas das substancias
gue compdem a planta medicinal ou fitopreparado ndo sdo conhecidas, esse
marcador quimico pode ser uma das substancias mais abundantes. No entanto,
guando a atividade biolégica de alguma da suas substancias é conhecida, e ela
estiver relacionada com a atividade do fitopreparado, € recomendavel padronizar o
fitopreparado de acordo com a concentracdo do metabdlito ao qual a atividade
bioldgica é atribuida [55]. No caso de I. sonorae, Cllb (2) € uma das substancias as
guais a atividade antitumoral & atribuida [7], de modo que a padronizacdo dos
fitopreparados obtidos anteriormente foi realizada com base na concentracdo dessa
molécula.

A técnica usada para quantificar Cllb (2) foi o FT-ICR-MS/MS. Essa técnica de
massas de alta resolucdo possui a tecnologia de ressonancia de ciclotron por
transformada de Fourier, que permite calcular e medir, com grande precisdo e
exatiddo, a massa isotopica dos ions das substancias em uma amostra. Para que o
equipamento desempenhe essa funcao, os ions gerados na fonte de ioniza¢do devem
primeiro passar por um quadrupolo, que tem a funcdo de selecionar e fragmentar, e
depois por um ciclotron, que executa a quantidade de varreduras necessarias para
poder determinar com mais precisdo a massa isotopica do ion de interesse. Essa
caracteristica faz com que o equipamento gere sinais dependentes da concentracao.
Assim, é possivel aproveitar as particularidades dessa tecnologia para construir uma
curva de concentracdo de Cllb (2) e determinar sua concentracao nos fitopreparados
[45—-48,56-58].

Ao realizar a analise de Cllb por FT-ICR-MS/MS dois ions predominantes
foram observados (Anexo 2), m/z 387,2538 [M-CsH1203-H]~, como o mais abundante,
seguido pelo de m/z 501,6224 [M-H20-H]. Para fins de especificidade na
guantificacdo, as curvas de calibracdo foram realizadas com base no ion mais
abundante. As concentracfes seriais de Cllb (2) foram injetadas diretamente no
equipamento e uma curva de concentracdo foi construida (Figura 13), com
R?=0,99678. A faixa de concentracdo das solucdes empregadas para a construcéo
da curva variou entre 9,38 nM e 600,15 nM de Clib (2).
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Figura 13. Curva de calibragéo de Cllb usando o ion de m/z 387,2538 [M-CesO3H12-H]~ por FT-
ICR-MS/MS.

Um dos problemas da quantificacdo de substancias em matrizes complexas,
como os fitopreparados, € o efeito da matriz, que deve ser considerado na
guantificacdo de uma substancia. Este efeito consiste na interferéncia das
substancias acompanhantes no momento da quantificagdo. Uma das maneiras de
resolver esse problema é realizar a quantificacdo usando o método de adicado do
padrao [49]. O método consiste em adicionar Cllb (2) aos fitopreparados e construir
uma curva de calibragcédo do fitopreparado enriquecido em diferentes concentracées
de Cllb (2). Como a concentragédo “0,0000” de Cllb (2) enriquecido é realmente a
amostra do problema, a inclinacdo e a intersecdo do Y, a partir da equacéo da linha,
sdo usadas para calcular a concentracéo de Cllb (2) nos fitopreparados.

Embora a quantificacdo seja realizada em unidades de massa ou
massa/volume, a proporc¢ao relatada é em termos de porcentagem; portanto, no final,
reportamos % de Cllb (2) nos fitopreparados. Devido ao fato de que os dois
fitopreparados foram obtidos por diferentes métodos, uma curva de calibracdo foi
construida para cada um deles. A curva para o Fito-Ison-EtOH foi construida em faixa
de concentracao enriquecida com solucdes de Cllb entre 0 e 300 nM resultando em
R?=0,9936 (Figura 14).
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Figura 14. Curva de calibracéo de Fito-Ison-EtOH enriquecida com Cllb (2).

A curva para quantificacdo do Fito-Ison-EtOAc empregou solucbes
enriquecidas com Cllb na faixa entre 0 e 600 nM, resultando em R?=0,9921 (Figura
15).
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Figura 15. Curva de calibracéo de Fito-Ison-EtOAc enriquecida com Clib (2).

Portanto, usando esse método foi possivel determinar que o Fito-Ison-EtOAc
possui 1,84% (18,4 mg/g de extrato) de Cllb, enquanto Fito-lson-EtOH possui 0,67%
(6,7 mg/g de extrato).

Tendo-se determinado as concentragfes, € possivel realizar os experimentos

de atividade biologica e de interpreta-los adequadamente.
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Efeito Antiproliferativo de Fitopreparados em Linhagens de Cancer

O presente projeto comecou a ser idealizado apos os resultados obtidos por
Torres-Moreno (2017), que isolou ClIb (2) e determinou sua atividade antiproliferativa,
apoptotica e antitumoral in vitro e in vivo, em xenoenxertos de HeLa em camundongos
imunossuprimidos [7]. Torres-Moreno, discutiu que um dos possiveis mecanismos de
acao da Cllb (2) na HelLa é através da via JAK2/STAT3, afetando diretamente a
proteina Bcl-2, o potencial da membrana mitocondrial e induzindo a morte celular por
apoptose ativando caspasa 3.

A linha celular HeLa é caracterizada principalmente por ser uma linha de
cancer do colo do utero relacionada ao virus HPV. O contagio com o HPV é um dos
principais fatores para o desenvolvimento do cancer do colo do utero, principalmente
devido aos mecanismos de viruléncia em que alguns oncogenes virais, como o EB6,
inibem a fosforilacdo da p53, um fator importante na regulacao do ciclo celular [11].
Além dos resultados do potencial de membrana, inducdo da morte celular de Cllb (2)
em Hela [7] e a relac&o entre cucurbitacinas e sua capacidade de interferir em vias
como JAK2/STAT3 [28,35-37,59], € possivel fazer hipétese do possivel mecanismo
de acéo de Clib (2).

Antes de nos apresentar a caracterizacdo da via de acdo do Cllb (2) e dos
fitopreparados em HelLa, algumas outras linhas celulares foram propostas para
explorar as diferentes possibilidades de interacdo do Cllb (2). De acordo com as
caracteristicas de cada linha celular, elas foram escolhidas; LS180: carcinoma do
célon, caracterizado por sua mutacao no kRas, no entanto, foi observada que ativacao
de p53 nessas células induz a morte celular por apoptose [60]; A549: adenocarcinoma
pulmonar, possui mutagdo no kRas e alteragfes na via STAT3, essa caracteristica
nos permitira comparar com os resultados obtidos no LS180 e dar uma ideia das
possiveis vias nas quais a Cllb (2) poderia intervir [35,61]; MDA-MD-231: cancer de
mama triplo negativo, um dos tipos mais agressivos de cancer de mama, nao possui
receptores de estrogénio e progesterona; além disso, possui mutacdes nos kRas e
na p53 [62,63]; e ARPE19: linha celular da retina humana imortalizada
espontaneamente, como referéncia de uma linha celular ndo cancerosa [64].

Além dos fitopreparados, o efeito antiproliferativo de kinoina B diglicosideo (1),
substancia 3 e Cllb (2) apos 48 h, também foi avaliado pelo método MTT. A Cllb (2)
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volta a formar partes dos ensaios de proliferacdo celular porque ¢ a molécula de
referéncia na atividade biolégica e o marcador quimico nos fitopreparados.

Os resultados da atividade antiproliferativa continuam mostrando HeLa como
a linha celular mais suscetivel a Cllb (2), em comparacdo com os resultados de
Torres-Moreno, hd apenas uma diferenca de 4 uM entre os dois resultados. A préxima
linha celular, em ordem de capacidade de inibicdo por Cllb (2), € LS180. Para os
fitopreparados, os resultados foram melhores que o esperado; Primeiro, devido a
maior concentracdo de Cllb (2) no Fito-Ison-EtOAc, esperava-se uma atividade
antiproliferativa mais forte em relacéo ao Fito-Ison-EtOH. Por outro lado, em A549 a
atividade antiproliferativa de Fito-Ison-EtOAc e Cllb (2) ndo apresentou diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05), enquanto Fito-Ison-EtOH ndo apresentou
atividade antiproliferativa (IC50>100 ug / mL), o que demonstra que 0S mecanismos
de acdo sdo independentes da presenca ou concentracdo de Cllb (2) nos
fitopreparados, pelo menos para esta linhagem celular (Tabela 3).

No ensaio com ARPE19, nenhuma das amostras utilizadas apresentou
atividade antiproliferativa, o que fornece seletividade aos fitopreparados e Cllb (2)
sobre as células cancerosas, neste painel de linhas celulares. No entanto, é
necessario realizar testes adicionais em linhas celulares ndo cancerosas da mesma
estirpe celular e comparar adequadamente com o tipo de cancer que inibe a

proliferacéo celular.

Tabela 3. Atividade antiproliferativa dos fitopreparados e substancias isolados de |. sonorae.
Linhas celulares*
Amostra MDA-MB-

A549 HelLa LS180 531 ARPE-19
Clib (2) 228+29* 58+0,72 547+7,2% 43,6+15,72 ND
Fito-lson-EtOH ND 33+2,7° ND 57,6 + 11,52 ND
Fito-lson-EtOAc 30,7+7,7¢ 186+1,1° 552+75* 59,7+31,12 ND
Kinoina B diglicosideo (1) ND ND ND ND ND
Cucurbitacina 3 ND ND ND ND ND

* Os resultados de 1Csys80 expressos em pg/mL da média de trés experimentos independentes + SD.

ND: ICs ndo detectada na maxima concentracéo avaliada de 100 pg/mL.

a¢ Diferencgas estatisticamente significativas entre os diferentes tratamentos na mesma linha celular (colunas): ANOVA one-
way; Tukey post-hoc (p<0,05).

A ClIb (2) e os fitopreparados apresentaram uma atividade no MDA-MB-231
gue ndo apresenta diferencas estatisticamente significantes entre eles, praticamente
a mesma dose € necessaria, de qualquer um dos trés, para inibir 50 % da proliferacéo
celular. No entanto, como pode se observar, os desvios padrao dos trés resultados

estdo acima de 20 % do seu préprio valor, ou seja, muito grandes. Ao analisar 0s
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graficos de dose-atividade, a razdo pela qual o desvio padrdao é tdo grande é
observada, € um comportamento citostatico para Cllb (2) e fitopreparados (Anexo 4).
Existem algumas cucurbitacinas que possuem a capacidade de induzir a interrupcao
do ciclo celular em células de cancer na fase G2/M [28,29,39,65], enquanto outras
autuam ao nivel de citoesqueleto, impedindo sua despolimerizacéo [30,32,42]. Esse
comportamento também é observado na atividade induzida pelos fitopreparados e
Cllb (2) em HelLa, A549 e LS180.

O principal objetivo da avaliacdo neste painel de linhas celulares foi selecionar
a linha celular mais suscetivel aos fitopreparados e Cllb (2), a fim de realizar a
avaliacao antitumoral, em que HelLa continuou a ser perfilado como a linha celular de
escolha. No entanto, devido aos resultados obtidos com os fitopreparados, onde é
observado um efeito citostatico nas concentracdes mais altas e, ao contrario,
alterac6es morfoldgicas importantes em HelLa (Anexo 5), como contragdo celular e
formacdo aparente de corpos apoptoéticos, decidiu-se realizar uma cinética de
viabilidade com MTT, de 24 a 72 h, dos fitopreparados e Cllb (2) em Hela.

Atividade Antiproliferativa de Fitopreparados e Cllb (2) em HelLa apés 24 h e
apés 72 h

Uma das maneiras mais ilustrativas de observar a evolucdo da proliferacéo
celular ao longo do tempo, é utilizando uma curva de crescimento [66], isto com o
objetivo de selecionar as doses para serem utilizadas nos ensaios de Western Blot.
A Figura 16 exibe o comportamento da proliferacdo de células HeLa em quatro
tratamentos diferentes.

A concentragdo minima de Fito-lson-EtOAc na qual a viabilidade da cultura
celular de HelLa foi comprometida, apds 72 h, foi 25 pg/mL; para Fito-lIson-EtOH foi
de 50 pg/mL; para Cllb (2) foi de 12,5 ug/mL e para a cisplatina foi de 6,25 pg/mL.
Portanto, foram escolhidas concentragbes para o teste para Western Blot de 30
pg/mL, 50 pg/mL, 15 pg/mL e 9 pg/mL para Fito-Ison-EtOAc, Fito-Ison-EtOH, Clib (2)

e cisplatina, respectivamente.
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Figura 16. Curva de crescimento de HelLa e dos tratamentos com os fitopreparados, Clib (2) e
cisplatina.

Alteracfes na Via JAK2/STAT3 de Fitopreparados e Cllb (2) em HeLa

Muitas das cucurbitacinas estudadas contra o cancer tém a capacidade de
interferir na via JAK2/STAT3 [28,29,35,37,39,59,65]. Outras induzem apoptose
independentemente de JAK2/STAT3 [39,67], interrupcdo do ciclo celular em G2/M
dependente ou independente de JAK2/STAT3 [28,29,39,65], Iinibicdo da
despolimerizacdo do citoesqueleto [30,32,42], e até inducdo de autofagia, em
diferentes linhas celulares de cancer [26,31].

Os diferentes mecanismos de acdo das cucurbitacinas s&o devidos as
pequenas variacdes nos grupos funcionais em sua estrutura triterpénica. Até o
momento, ndo foram realizados estudos detalhados da relacdo estrutura-atividade
das cucurbitacinas, nem foram descritos mecanismos de ac¢édo para Cllb (2) em linhas
celulares de céancer. A Unica confirmacdo da relagdo estrutura-atividade das
cucurbitacinas € com aquelas que tém o aceptor de Michael na cadeia lateral dos

triterpenos, consistindo de um grupo cetona em C22 e A?3 24, Essa caracteristica Ihes
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da a capacidade de formar uma ligacéo covalente com a Cys257 da f-actina, na linha
celular HelLa [42]. No entanto, ClIb (2) n&o possui esse farmacoéforo. Portanto, uma
das principais vias de acao de Cllb (2) em HelLa poderia pela via STAT3 [18,68]. Por
iss0, nesta etapa do trabalho avaliamos o efeito de Cllb (2) e dos fitopreparados sobre
a expressdo das proteinas mais afetadas pelas cucurbitacinas, como é STATS3.

STAT3 é uma proteina citoplasmatica que modula a expressdo de genes
reguladores do apoptose, diferenciacdo, proliferacdo, metastases, angiogénese e
resposta imune. Para a sua ativacdo, STAT3 tem que ser fosforilado por receptores
de fatores de crescimento da membrana, como JAK2, ou citoplasmético como SFKs
[41]. Em HelLa, STAT3 é sobre expressa, mas nao fosforilado [69].

A cisplatina (PtCl2(NH2)2) é um dos agentes quimioterapicos de primeira
escolha contra para o tratamento de cancer de colo de Utero. No entanto, € um agente
intercalante do DNA que ndo é especifico para células cancerosas, porém,
conseguindo atingir também células ndo cancerosas induz efeitos colaterais
indesejaveis no paciente [14].

Com base nos resultados obtidos nos ensaios de proliferacdo celular de trés
dias (Figura 16), foram consideradas as concentracées que determinam em qual
concentragao a cultura de células pode ou ndo recuperar sua viabilidade. Para realizar
os ensaios de Western Blot, foram selecionadas concentracdes acima desse limiar,
garantindo assim o dano a viabilidade das células. Para Fito-Ison-EtOAc a
concentragéo escolhida foi 30 pg/mL, para Fito-Ison-EtOH, 50 pg/mL, para Clib (2),
15 pg/mL (30 puM), e para a cisplatina, 9 pg/mL (30 uM) em solucdes de 0,25% de
DMSO.

Apos 12 h, o tratamento com Cllb (2) induz o aumento na expresséo de JAK2
e de STAT3 em suas formas fosforiladas, bem como a sobre expressédo de Bcl-2,
sendo que a presenca de caspase-3 € o primeiro indicio da apoptose (Figura 17). Os
fitopreparados Fito-Ison-EtOAc e Fito-Ison-EtOH néo induziram a fosforilagdo de
JAK2, e muito pouco efeito sobre p-STAT3. No entanto, Fito-Ison-EtOH produziu dano
a mitocondrial, observado pela supressédo de Bcl-2, um forte indicio de apoptose,
revelado pela expresséo da caspase-3 maior do que a induzida por Cllb (2), a qual,
portanto, € independente da via JAK2/STAT3 [41].

Apos 24 horas de tratamento (Figura 18), observa-se a expressao de p-JAK2
induzida por ClIb (2) e pelo Fito-Ison-EtOAc, mas apenas ligeiramente pelo Fito-lson-
EtOH. No entanto, apenas Cllb (2) induziu a expresséo de p-STAT3 e manteve a de
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Bcl-2, sendo que esta ultima aumentou consideravelmente pela acdo do Fito-lson-
EtOAc. Observa-se que a caspase-3 permaneceu expressa pela acdo do Fito-lson-
EtOH, mas que aumentou em relacéo as primeiras 12h pela acéo do Fito-lIson-EtOAc
e de Cllb (2). Isso indica que o Fito-Ison-EtOAc pode inibir a fosforilagdo do p-STAT3

guando o JAK2 é fosforilado, mecanismo este diferente daquele induzido por Clib (2).

Fito-Ison- Fito-Ison-

NoTx DMSO Cisplatina Clib (2) EtOAC EtOH

Proteina

p-JAK2 ; -
p-STAT3 - " i
50| — —— G —

NoTx; Células néo tratadas

DMSO; dimetilsulfoxido ao 0,25%
Cisplatino; 9 pg/mL [30 uM]

CllIb (2); Cucurbitacina llb 15 pg/mL [30 pM]
Fito-lson-EtOAc; 30 pg/mL

Fito-Ison-EtOH; 50 pug/mL

Figura 17. Western blot de HeLa apds 12 h de tratamento

Apbs 48 horas de tratamento (Figura 19), observa-se que o Fito-Ison-EtOAc e
o Cllb (2) detiveram a expressao da caspase-3, enquanto o Fito-Ison-EtOH mantém
a expressdo dessa proteina. Esses resultados sugerem que provavelmente esta
ocorrendo inibicdo do sinal de apoptose devido a um processo de interrupgéo celular.
Algumas cucurbitacinas, como a cucurbitacina E, tém a capacidade de arrestar
células de cancer de mama na fase G2/M, mostrando evidéncia da expressédo do
inibidor de CDKs, p21 [29]. O conjunto desses resultados indica que o mecanismo

de acao de Cllb (2) e dos fitopreparados é diferente.
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Figura 18. Western blot de HeLa apés 24 h de tratamento
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DMSO; dimetilsulfoxido ao 0,25%
Cisplatina; 9 pg/mL [30 pM]

CllIb (2); Cucurbitacina llb 15 pg/mL [30 pM]
Fito-Ison-EtOAc; 30 pg/mL

Fito-Ison-EtOH; 50 pg/mL

Figura 19. Western blot de HeLa ap0s 48 h de tratamentos
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Esses resultados sugerem que ap0s 24 h a alta expressao de Bcl-2 e da
fungéo efetora da apoptose em Fito-Ison-EtOAc e Clib (2) pode ser um sinal de dano
mitocondrial, estando relacionada a formacdo de ROS [26,39], induzindo assim um
desequilibrio redox e produzindo alteracdes no potencial de membrana mitocondrial,
como relatou Torres-Moreno [7,68].

Se o dano as mitocdndrias por ROS for consideravel, isso explicaria a inducao
de apoptose pela presenca de caspase-3, via citocromo c, apés 12 horas para o Fito-
Ison-EtOH; para o caso de Fito-lIson-EtOAc e de Cllb (2), explicaria a alta expressao
de Bcl-2 para controlar os danos mitocondriais ao longo do tempo de tratamento.
Porém, existe também a possibilidade de que a expressdo de p-STAT3 possa
contribuir para a expressédo de Bcl-2 [69]. No entanto, quando sédo observados os
resultados de Fito-lson-EtOAc, no qual a maioria de seus componentes sao
cucurbitacinas, Bcl-2 € super expressa, independentemente da presenca de p-
STATS3, sugerindo que a super expressao de Bcl-2 pode estar relacionada ao dano
direto das ROS as mitocondrias, induzida por cucurbitacinas e por Cllb (2) que
integram o fitopreparado.

Com o Fito-Ison-EtOH isso ndo ocorre, pois ndo ha ativacdo da via
JAK2/STAT3 e ndo ha expressdo de Bcl-2, observando-se apenas a inducdo de
apoptose pela expressdo da caspase-3, a partir das 12 h até 48 h. A diferenca mais
notavel pode ser observada na inibicdo da expressdo da caspase-3 apos 48 h no
tratamento com ClIb (2) e naquele com Fito-Ison-EtOAc. Isso pode ser um sinal de
interrupcéo do ciclo celular, como acontece com Cllb (2), na concentracéo de 8 pM,
como reporta Torres-Moreno [68]. No entanto, apds 48 h, observa-se que a expressao
de caspase-3 pelo tratamento com qualquer um dos dois fitopreparados €

independente da fosforilagdo de STAT3.

Efeitos no Ciclo Celular de HeLa por Fitopreparados e Cllb (2)

Como tem se reportado em estudos prévios, Cllb (2) (8 uM) induz em HelLa a
interrupgéo do ciclo celular na fase G2/M, assim como dano ao DNA [68]. Uma das
proteinas cuja expressao esta intimamente relacionada ao dano do DNA é p21. Essa
proteina induz a interrupcéo do ciclo celular, em qualquer fase, através da inibi¢cao
das proteinas CDKs [11,70,71]. Para identificar a possivel expressao de p21 em

HeLa pelos tratamentos com os fitopreparados ou com Cllb (2), foram utilizadas as
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mesmas concentragcdes empregadas nos ensaios Western blot. Os resultados séo
positivos para a expressdo de p21 nos tratamentos com Cllb (2) e com os
fitopreparados (Figura 20-A). Além disso, pode ser observado, nos tratamentos com
Cllb (2) ou com os fitopreparados, células multinucleadas, produtos da interrupcéo da
diviséo celular.

Para observar a fase do ciclo celular, a citometria de fluxo foi realizada ap6s
um periodo de 24 horas de exposicdo aos tratamentos (Figura 20-B). Os resultados
dos tratamentos séo consistentes com os de Western Blot e p21, particularmente em
culturas com tratamento com Cllb (2) ou com Fito-Ison-EtOAc, nos quais se observa
gue a maioria da populacdo celular esta na fase S e G2/M, respectivamente.

Nos resultados obtidos com os fitopreparados, pode-se observar uma
populacdo de células com um nivel de conteido de DNA (DNA CONTENT INDEX)
maior que o intervalo da fase celular G2/M (5-7 unidades). Isso pode ser devido a
presenca de células gigantes, que sdo observadas ao microscépio, as quais, de
acordo com as fases do ciclo celular, continuariam sendo células na fase G2/M.
Portanto, a cucurbitacina Cllb (2) estaria conservando as células nas fases S e G2/M,
conforme ja foi relatado para algumas cucurbitacinas [28,29,39,65], enquanto os
fitopreparados as conservam na fase G2/M.

A

Control Ne NoTx Cisplatina
Clib (2) Fito-lson-EtOAc Fito-lson-EtOH

Azul: DAPI (4°6-diamidino-2-phenylindole).
Vermelho: p21 positivo; Alexa-fluor 594 a-ms.

(Continuacgao...)
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NoTx; Células sem tratamento.

DMSO; dimetilsulféxido al 0,25%
Cisplatina; 9 pg/mL [30 pM]

Cllb (2); Cucurbitacina llb 15 pg/mL [30 pM]
Fito-Ison-EtOAc; 30 pg/mL
Fito-lson-EtOH; 50 pg/mL

Figura 20. Expresséo de p21 aos 5 dias e efeito sobre o ciclo celular apos 24 h de tratamento em
células Hela.

Inducao de Apoptose em células HelLa pela Via Intrinseca por Cllb (2) e pelos
Fitopreparados

Um dos mecanismos de controle redox das mitocdndrias € através da
expressao da proteina antioxidante glutationa. Essa proteina possui um grupo tiol livre
reativo aos radicais livres. Quando a glutationa ainda mantém seu grupo tiol livre, €
conhecida como glutationa reduzida (GSH). Em contrapartida, quando o grupo tiol se
oxida, por exemplo, pela neutralizacdo de um radical livre, passa a ser conhecida
como glutationa oxidada (GSSG). A expressao da GSH é regulada pela proteina Nrf2,
gue por sua vez € negativamente regulada pela proteina Keapl. Quando a célula
comeca a saturar com ROS, o Keap-1 oxida e libera Nrf2 para regular a expressao
de GSH. Portanto, a presenca de Nrf2 pode ser um fator importante na determinacéo
da provavel causa de um desequilibrio redox. Ha evidéncias de que a cucurbitacina
I, inibe o Nrf2, induzindo desequilibrio redox [39,72]. De acordo com no0sso0s

resultados, o melhor momento para a detecgédo de Nrf2 € apds 24 horas, tanto pelo
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fato de que a caspase-3 encontra-se expressa apds o tratamento com os dois
fitopreparados ou com Cllb (2), quanto pelo fato de que ocorre a expressao de Bcl-2
apos o tratamento com Fito-lIson-EtOAc ou com Cllb (2), enquanto que com o
tratamento com Fito-Ison-EtOH a expresséao de Bcl-2 ocorre apos 48h (Figuras 17, 18
e 19).

Os resultados mostram a inibicdo de Nrf2 nos tratamentos com o0s
fitopreparados e Cllb (2) em relacdo aos controles (Figura 21). Isso sugere que um
aumento de ROS nas células pode estar diretamente relacionado ao sinal de
apoptose da caspase-3 por meio de danos mitocondriais que permitiram a liberacéo
do citocromo-c no citoplasma, subsequente formacao de apoptossomo com Apaf-1 e

ativacado da procaspase-9, confirmada a ativacédo da via intrinseca do apoptose.

Fito-Ison- Fito-Ison-

Proteina NoTx DMSO Cisplatina Clib (2) EtOAC EtOH

- - -
Caspase [ — ¥
A ~» D TP S

GAPDH | W - e G S S

NoTx; Células néo tratadas

DMSO; dimetilsulfoxido ao 0,25%
Cisplatina; 9 pg/mL [30 uM]

Cllb (2); Cucurbitacina llb 15 pg/mL [30 pM]
Fito-Ison-EtOAc; 30 pg/mL

Fito-Ison-EtOH; 50 pug/mL

Figura 21. Andlise por Western blot de Nrf2 e caspase-9 em HelLa apds 24 h de tratamento

Se a inibicdo do Nrf2 estiver desencadeando a ativacdo do apoptose pela via
intrinseca, mediada pelas ROS e pela liberacdo do citocromo-c, a caspase-9 deve
aparecer entre 12 e 24 horas, e € precisamente isso 0 que ocorre em todos 0s
tratamentos (Figura 21 e 22).

Analisando os resultados, observamos que o Cllb (2) interfere na via
JAK2/STAT3 [68], enquanto no Fito-Ison-EtOAc e Fito-Ison-EtOH a expressao € baixa
até mesmo apods 48 h de tratamento. No entanto, devido ao comportamento na
expressdo de Bcl-2, deduziu-se que o0s mecanismos de morte celular dos
fitopreparados séo independentes da via JAK2/STAT3. Ao observar o comportamento
da caspase-3, percebemos que o Fito-Ison-EtOH revela mecanismo de acéo diferente

do Fito-Ison-EtOAc e de Cllb (2). Ao realizar os testes de ciclo celular, foram
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confirmadas as diferencas no mecanismo de acao dos trés tratamentos, sendo Clib
(2) quem induz interrupcéo do ciclo celular na fase S e os fitopreparados na fase
G2/M. Os resultados da expressédo de p21 sugerem que a interrup¢ao do ciclo celular
€ devida aos danos no DNA, provavelmente devido a formacédo de ROS, como foi
relatado para outras cucurbitacinas, como a cucurbitacina B e a cucurbitacina |
[26,39].

; . . Fito-lson- Fito-lson-
Proteina NoTx DMSO Cisplatina Cllb (2) EtOAC EtOH
Caspase

o : D Wy  — —

carDH | e T o T —

NoTx; Células néo tratadas

DMSO; dimetilsulfoxido al 0,25%
Cisplatina; 9 pg/mL [30 uM]

CllIb (2); Cucurbitacina llb 15 pg/mL [30 pM]
Fito-Ison-EtOAc; 30 pg/mL

Fito-Ison-EtOH; 50 pug/mL

Figura 22. Western blot de caspase-9 em HelLa apés 12 h de tratamento

Os resultados da expressao de Nrf2 e caspase-9 sugerem que Cllb (2) também
pode induzir a morte celular por apoptose através da inibicdo de Nrf2, incrementando
o dano ao potencial da membrana mitocondrial [68] pelo aumento nas ROS e,
consequentemente, induzindo a morte celular pela via intrinseca da apoptose. Em
paralelo, o dano ao DNA induzido pelas ROS induziria também a expresséo de p21,
e a consequente interrupcao celular na fase S.

O Fito-Ison-EtOAc possui um mecanismo de acao diferente do Cllb (2). Apés
12 h inibe a expressao de Bcl-2. No entanto, a expressédo dessa proteina aumenta
para niveis semelhantes aos induzidos por Cllb (2) apds 24 h. A expressdo da
caspase-3 permanece presente de maneira muito semelhante a provocada por Clib
(2) nos trés periodos de tempos avaliados. Tanto Cllb (2) e Fito-lson-EtOAc inibem
parcialmente o Nrf2, ativam a expressdo da caspase-9 e p2l. No entanto, foi
observada com interrupgcéo apenas de uma populacao na fase G2/M do ciclo celular
nas células tratadas com Fito-Ison-EtOAc.

As células tratadas com Fito-Ison-EtOH tém uma via de agcdo completamente
independente de JAK2/STAT3, inibem a expressao de Bcl-2 e Nrf2, induzem a
expressao de caspase-9, p21 e caspase-3, coOm um pequeno aumento na populacao

em G2/M. E provavel que esse tratamento mantenha uma produc&o constante e mais
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alta de ROS que do que os outros tratamentos, mantendo a expressao da caspase-
3, predominando a morte celular sobre a interrupgéo do ciclo celular.

Atividade Antitumoral por Xenoenxertos de HeLa em Camundongos Atimicos

nu/nu

Para determinar se os fitopreparados ou Cllb (2) também podem inibir o
desenvolvimento do tumor [7], foram realizados xenoenxertos de HelLa na regido
subcutadnea da parte superior do dorso dos camundongos. As doses a serem
avaliadas para cada tratamento ndo sdo necessariamente proporcionais as usadas
nos ensaios in vitro. No entanto, Torres-Moreno lancou as bases desse teste in vivo
com Cllb (2), com excelentes resultados em concentracdes de 10 mg/kg de Cllb (2)
[7]. Tomando esses valores como referéncia, foram escolhidas doses de 5 mg/kg de
Clib (2). Quando observarmos a proporcionalidade das concentracdes dos
fitopreparados para obter os mesmos resultados que o Cllb (2) em ensaios in vitro,
foi necessario empregar aproximadamente o dobro da massa de Fito-Ison-EtOAc e
aproximadamente trés vezes a quantidade de Fito-Ison-EtOH em relacdo a de Cllb
(2). Por isso, foram utilizados 20 mg/kg para o Fito-lson-EtOAc e 30 mg/kg para o
Fito-Ison-EtOH. Para o controle positivo, usaram-se doses de 2 mg/kg de cisplatina
[73] e para o controle negativo DMSO 2%.

Uma das caracteristicas de testes in vivo é que é possivel monitorar as
alteracOes fisicas pelas quais o animal sofre durante o tratamento, bem como as
alteracdes no peso e na aparéncia fisica, fatores muito importantes especialmente em
tratamento para combater o cancer.

A aparéncia fisica do camundongo no final dos tratamentos de Cllb (2) e
fitopreparados é muito semelhante a do veiculo DMSO (Figura 23). A aparéncia fisica
do camundongo tratado com Fito-Ison-EtOH mostra pele mais firme do que os outros
dos grupos. Por outro lado, os camundongos que foram tratados com cisplatina tém
pele com aparéncia mais fragil.

Embora o tamanho do tumor possa ser apreciado pela observacdo do
camundongo, a aparéncia fisica do animal pode interferir na percepcdo das
dimensbes do tumor, e somente apds sua remocdo é que o tamanho e 0
desenvolvimento do tumor podem realmente ser avaliados (Figura 24). A aparéncia

externa do tumor varia de acordo com cada um dos tratamentos. O tumor que se
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desenvolveu em ambiente livre dos tratamentos é consideravelmente maior em

comparacao aqueles que receberam tratamento, além de mais vascularizado.

DMSO Cisplatina Clib (2) Fito-lson-EtOAc Fito-Ison-EtOH

Figura 23. Aparéncia fisica de um exemplar de camundongo de cada grupo dos diferentes
tratamentos.

A representacdo da atividade antitumoral (Figura 25) mostra a influéncia dos
tratamentos no tumor quinze dias apos o tratamento. Nos primeiros trés dias, apesar
da auséncia de diferencas significativas (p<0,05) entre a evolucao do tumor de cada
tratamento, o tratamento com Fito-lson EtOH ja indica uma tendéncia para inibir o
crescimento do tumor. Apdés 9 dias de tratamento j& existem diferencas
estatisticamente significativas entre o veiculo (DMSO) e o Fito-Ison-EtOH.

IUUUUUU UL UL
O
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DMSO Cisplatina Clib (2) Fito-lson-EtOAc  Fito-lson-EtOH
Figura 24. Representacéo grafica das dimensdes do tumor ao final dos tratamentos.
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Ao final do tratamento, as dimensdes dos tumores apresentam diferencas
significativas entre os tratamentos. O Fito-Ison-EtOH inibe o crescimento do tumor em
86 * 6,3%, seguido pela cisplatina (78 + 6,5%). A cucurbitacina Cllb (2) inibiu 70 +
6,0% e o Fito-Ison-EtOAc 68 + 9,6%, e também ndo apresentaram diferencas

significativas na inibicdo do desenvolvimento tumoral em relagdo a cisplatina.
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Portanto, embora Fito-Ison-EtOH tenha sido o tratamento com o maior potencial
antitumoral, ambos fitopreparados e Cllb (2) [7] possuem potencial anticancerigeno
similar ao da cisplatina (p<0,05).

A cisplatina € um agente intercalante do DNA, que inibe sua sintese. E o0 agente
quimioterapico de primeira escolha para o cancer do colo do uUtero [14], sendo sua
eficdcia basicamente nossa referéncia como controle positivo. Como observado em
experimentos anteriores, o Cllb (2) e o Fito-Ison-EtOAc apresentam mecanismo de
acao semelhante a ela, sendo que a cucurbitacina Clib (2) € um agente que também
induz a interrupgdo do ciclo celular na fase S (30 uM) e na fase G2/M em baixas
concentragdes (8 uM) [68]. Por outro lado, o Fito-Ison-EtOH mantém a expresséo da
caspase-3 por mais tempo (48 h) do que o Fito-Ison-EtOAc e do que Clib (2). Portanto,
apos 48 h, os tumores tratados com Fito-Ison-EtOH teriam uma propor¢cao maior de
células em apoptose do que os tratados com Fito-Ison-EtOAc e Cllb (2), explicando
a efetividade do Fito-lson-EtOH na inibicdo do desenvolvimento de tumoral.

Atividade Antitumoral
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e=@=Cllb ==@=Fito-Ison-EtOAc  ==@==Fito-Ison-EtOH Cisplatin ~ ==@==DMSO

a-cDiferencas estatisticamente significativas: ANOVA two-way, Tuker post-hoc (p<0.05).
Figura 25. Desenvolvimento tumoral em camundongos apds 15 dias de tratamentos.

As diferencas que existem entre a composicdo quimica dos fitopreparados,
podem ser aa responsaveis pelas diferengas nos resultados dos testes de atividade

biolégica. Embora ambos fitopreparados possuam, além de Cllb (2), quatro
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glicosideos de cucurbitacinas, o Fito-Ison-EtOH foi obtido com EtOH 70 % pelo
método de percolagdo, o que faz como que os glicosideos de cucurbitacina estejam
em maior proporcdo do que em Fito-Ison-EtOAc. Por exemplo, alguns glicosideos de
cucurbitacinas, como a cucurbitacina B e E podem interferir na formacdo dos
filamentos de actina através da via PKB, reduzindo os niveis de survivina em células
cancerosas [74]. Portanto, além de Cllb (2), os glicosideos das cucurbitacina podem
também estar envolvidos na atividade antitumoral dos fitopreparados.
Continuaremos a estudar os efeitos de Cllb (2) e dos fitopreparados sobre o
cancer, aprofundando a investigagao dos efeitos bioldgicos observados neste estudo
e aplicando-os em pesquisas futuras. E também importante propor modificagdes nas
concentracfes de Cllb (2) e dos fitopreparados, além de testar doses maiores e
intervalos mais curtos entre os tratamentos e de determinar as doses letais e 0s

possiveis efeitos colaterais.

CONCLUSOES

Analises cromatograficas por HPLC-PDA mostraram que Fito-Ison-EtOH é um
fitopreparado mais complexo do que o Fito-lson-EtOAc. Por sua vez, embora a
composicdo quimica dos dois fitopreparados seja baseada em sete substancias
principais, o Fito-Ison-EtOAc apresenta maior concentracdo de Cllb (2). Porém, o
rendimento para a obtencdo de Fito-lson-EtOH € mais promissor para o0
desenvolvimento de um fitoterapico de Ibervillea sonorae. Isso justificou a
continuidade do estudo com os dois fitopreparados.

Os resultados da atividade antiproliferativa ratificaram que, dentre o painel
celular testado, HelLa é a linhagem celular mais suscetivel a Cllb (2), o que justificou
a continuidade dos estudos.

No ensaio com ARPE19, nenhuma das amostras apresentou atividade
antiproliferativa, o que indica a seletividade dos fitopreparados e de Cllb (2) sobre as
células cancerosas, resultado essencial para o uso adequado como anticancerigeno.

As concentracdes minimas que comprometem a viabilidade da cultura celular
de HelLa ap6s 72h séo de 25 ug/mL para Fito-Ison-EtOAc, 50 ug/mL para Fito-lson-
EtOH e 12,5 pg/mL para Cllb (2), que sao resultados promissores para extratos
complexos multicomponentes provenientes de plantas, impulsionando a continuidade

dos estudos.
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Os ensaios Western Blot evidenciaram que, a pesar das diferencas que
existem entre os fitopreparados e CllIb (2) sobre a via STAT3, os trés tratamentos tém
o potencial de induzir a morte celular por apoptose através do desequilibrio redox,
devido a inibicdo de Nrf2.

No caso do mecanismo do Fito-Ison-EtOH, ele ocorre pela manutencdo da
expressdo da caspase-3 por 48 h, evidenciando propor¢cdo maior de células em
apoptose do que os tratados com Fito-Ison-EtOAc e Cllb (2), explicando sua acéo no
desenvolvimento tumoral.

Nos ensaios in vivo, houve inibicdo do crescimento tumoral de 86 + 6,3% com
o tratamento com Fito-Ison-EtOH, 68 + 9,6% com o Fito-Ison-EtOAc, 70 = 6,0% com
a cucurbitacina Cllb (2), ndo havendo diferencas significativas com a inibicdo de 78 +
6,5% pelo uso da cisplatina.

O conjunto desses resultados indica que, embora o Fito-lIson-EtOAc, tenha
presentado maior atividade antiproliferativa, os dois fitopreparados e a cucurbitacina
Clib (2) possuem potencial antitumoral similar ao da cisplatina, embora por diferentes
mecanismos de acdo. A maior facilidade de obtencdo e o maior rendimento da

extracao estimulam a continuidade do estudo com o Fito-Ison-EtOH.
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ANEXOS

Anexo 1. Dados de RMN das trés substancias isoladas de |. sonorae

Anexol. Dados espectrométricos das cucurbitacinas isolados de I. sonorae. &b

Kinoina B diglicosideo (1) Cllb (2) Substéncia 3
Cn° 13C 'H(m,JinHz) Cn° 13C H(m,JinHz) Cn° 3C 1H (m, Jin Hz)
0.93 (s) 1.6 (dd, 7.6, 1.72 (dt, 4.0, 4.0,
1 246 14_3)( ) 16 ( 1 33.2 19.2) 0(94 ™ 1 246 0.88 (s) 1.54 (m)
2 26.4 1.64 (s) 1.84 (m) 2 70.1 ffg) (dad, 4.2, 97, , 26.4 1.54 (m) 1.77 (d, 3.46)
3 82.9 3.27 (d, 14.4) 3 805  2.78(d, 9.3) 3 83.0 3.21 (s)
4 41.2 4 42.0 4 41.2
5 142.4 5 141.3 5 142.4
6 1181 5.73(d,5.7) 6 1186 5.67(d,5.7) 6 1181 5.7(d, 5.5)
2.37 (dd, 7.2, 184 2.31(dd, 80 193 1.93 (dd, 5.3, 18.0
! 23.4 1.94 (((j, 5.7,17.8) )7 231 1.93Edd, 5.7,19.4) )7 234 2.34 (n(1) :
8 42.9 1.88 (d, 7.8) 8 428 1.86 (d, 8.0) 8 429 1.85 (m)
9 48.4 9 56.8 9 47.7
10 352 2.37 (d, 14.4) 10 334  2.4(d, 13.3) 10 351 2.33(s)
11 2153 11 2149 11 2157
12 488 2.51 (d, 14.4) 12 504  2.47(s)3.18 (m) 12 487 2.42 (m) 3.13 (m)
13 47.8 13 477 13 56.9
14 505 14 484 14 512
1.37 (d, 13.2) 1.81 1.31 (d, 13.0) 1.75 1.45(d,13.2) 1.77(dd,
15452 g, 9.(3, 13.0)) 1548l g 9.(2, 12.8)) 15 443 g3 (13.2) ) (
16 701  4.4( 7.8, 7.8) 16 70.0  4.34(, 7.8, 7.8) 16  68.0  4.65(m)
17 57.8 2.57 (d, 7.4) 17 578  25(d, 7.4) 17 554 2.33(d, 6.8)
18  19.0 0.88 (s) 1.02 (s) 18  19.0  0.83(s) 18  19.0 0.85 (d, 6.0)
19 215 0.99 (s) 19 183 1.22 (s) 19 189 0.97 (s)
20 794 20 794 20 758
21 241 1.35 (s) 21 240 1.31 (m) 21 240 1.14 (s)
22 2158 22 2159 22 806  4.03(d,6.0)
2.65 (ddd, 5.1, 10.4,
23 317 2.71 (m) 2.84 (m) 23 316 16.2) 2.78 (ddd, 5.4, 23  128.2  5.77 (dd, 6.1, 15.8)
10.9, 18.3)
24 367 1.71 (m) 24 366 1.65 (m) 24 1343  6.33(m)
25 695 25  69.9 25 1416
26 277 1.18 (m) 26 280 1.12 (s) 26 175 ;:2; (d 3:6) 1.7 (d,
27 280 1.18 (m) 27 278 1.12 (s) 27 1155  4.92(s)
28 240 1.21 (s) 28 207  0.89(s) 28 215 0.94 (s)
29 241 1.35 (s) 20 238 1.1(s) 29 227 1.85 (s)
30 185 1.3 (s) 30 191 1(s) 30 181 1.25 (s)
1 99.4  4.34(d,7.7) 1 995  4.29(d, 7.7)
2 78.7 3.48 (t, 9.0, 9.0) 2 75.3 3.38 (m)
3 755 3.43 (m) 3 76.2 3.15 (m)
Y 70.7 3.27(t,9.3,9.3) Y 78.7 3.44 (t, 9.0, 9.0)
5 76.2 3.19 (m) 5' 70.7 3.21(t 9.3,9.3)

, 3.83 (d. 11.5) 3.65 , 3.78 (d, 11.5) 3.6 (d,
&  8L5 4, 5.(6, 11.8) ) 6 616 117 ( )38
1" 99.8 5.35 (d, 1.1) 1" 99.8 5.31 (s)

2" 70.9 3.87 (dd, 1.5, 3.1) 2" 70.8 3.82(dd, 1.6, 3.2)
3" 70.6 3.65 (dd, 3.13 9.5) 3" 70.6 3.6 (m)

4" 72.7 3.4(t, 9.7,9.7) 4" 710  4.58(m)

5" 68.1  4.07(dd, 6.2, 9.4) 5" 72.7 3.34 (m)

6" 17.0 1.16 (m) 1.21 (m) 6" 17.0 1.12 (s) 1.13 (d, 1.9)

@ Os deslocamentos quimicos estédo expressados em valores & (ppm). TMS é usado como referéncia interna.
b Espectro gravado em CDsOD.
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Anexo 2. Analise por FT-ICR-MS/MS de kinoina B diglicosideo (1) e Clib (2)

Analise por FT-ICR-MS/MS de kinoina B diglicosideo (1)

MS*

Intens. -MS2(qCID 811.44919)
x108

1-
811.44919
.

1-
812.45259

0.5

1-
813.45514

00 J\m _JL J L

’ 810.0 810.5 811.0 8115 812.0 8125 813.0 8135 814.0 814.5 mz

MS/MS**

Intens. -MS2(qCID 811.44919)
x108 b
793.43854

1-
154 811.44919

1-
647.38041

0.5

1-
665.39108

'L | L

625 650 675 700 725 750 775 800 825 mz
[F=—Max_811-neg MS20k 03122018 test ANALISIS.d: -M52(qCID 811.44919) ]

0.0

*MS; m/z 811.44919 [M-H]~, = *MS/MS; m/z 793.43854 [M-H,O-H]~, m/z 647.38041 [M-CgH1,0s-H]" y m/z
665.39108 [M-CeH100,-H] .

Espectro FT-ICR-MS/MS da kinoina B diglicosideo (1).



Analise FT-ICR-MS de Clib (2).

MS*
Intens. |

> 1 S
x10 519.33224

1-
501.32276

517.31770

505 510 515 520 525 mz
[ Mex_CLLB-neg-03122018_test_000004.d: -MS ]

MS/MS**

Intens. -MS2(gCID 519.33082).
x108

1-
387.25255

1-
501.32036

1
369.24198

1-
1. 459.30964

441.29911
1-
327.19503

1- 1-
231.13812 301.21599

0.0

200 250 300 350 400 450 500 mz
[=—_curva- CIB - 0.3125ppm - rep3_00000L.d: -MS2(qCID 519.33082) ]

* MS; m/z 519.33224 [M-H]", > *MS/MS; m/z 387.25379 [M-CsH1,0x-H]" y m/z 501.62241 [M-H,0-H[,

Espectro FT-ICR-MS da Clib (2).
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Anexo 3. Espectro de RMN da substancia 3.

Experimento 1H
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Experimento HSQC
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Anexo 4. Atividade antiproliferativa de fitopreparados e Cllb (2).

Clib (2)

HelLa

% proliferacion
o ~
i il

e
23
1

H N

000 078 15 313 625 1250

pafmL
A549
100+
c
i
8
ki
'S 50
&
=

63 125 250 500 1000
pg/mL

L3180

% proliferacién

63 125 250 500 1000
pgfmL

|
i
|

MDA-MB-231
100
c
©
o
©
g
T 50|
-
=

o

0.00 825 1250 2500 50.00 100.00
pg/mL

% proliferacién

% proliferacion

% proliferacién

% proliferacién

100+

504

Fito-Ison-EtOAcC

Hela

H HIEIN

100

50+

0.00

625 1250 2500 50.00 100.00
pg/mL

A549

H Lii

1004

504

0.00

626 1250 25.00 50.00 100.00
pg/mL

L5180

H 1IE

100+

504

=

0.00

625 1250 2500 50.00 100.00
pngfmlL

MDA-MB-231

H 1T

0.00

625 1250 2500 50.00 100.00
pg/mL

% proliferaciéon

% proliferacion

% proliferacién

% proliferacién

Fito-lson-EtOH

Hela
1004
50
0
0.00 625 1250 2500 50.00 100.00
pg/mL
A549
1004
50+ ﬂ
0
000 626 1250 2500 50.00 100.00
ng/mL
L5180
1004
50 ’j_‘
0
000 826 1250 2500 50.00 100.00
pg/mL
MDA-MB-231
1004
50+
0

0.00

625 1250 2500 50.00 100.00
pg/mL

Gréficos de dose-atividade de Cllb (2), Fito-Ison-EtOAc e Fito-Ison-EtOH em linhas celulares de

cancer apos 48 h.
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Anexo 5. AlteragBes morfolégicas induzidas por tratamentos na linha celular HelLa e
ARPE19.

Fito-lson-EtOAc 50 pug/mL

Clib (2) 25 pg/mL

‘ Fito—son—EtOH 50 pg/mL

Kinoina B diglicosideo (1)
100 pug/mL

Substéncia 3 100 pg/mL DMSO 0.25%

Morfologia ao microscopio com 40X de células HeLa apos 48 h de tratamento

Klnoma B diglicosideo (1)
100 pg/mL

Substancia 3 100 pg/mL DMSO 0.25%
Morfologia ao microscépio com 40X de células ARPE19 ap6s 48 h de tratamento
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