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RESUMO

O céancer € uma doenca que acomete grande parcela da populacdo mundial e representa a
segunda causa de morte no Brasil, tornando-se um problema de salde publica. Estudos
cientificos buscam evidéncias de principios ativos oriundos de produtos naturais com
atividade antitumoral para desenvolvimento de novos produtos terapéuticos. Diterpenos,
como o0 &cido ent-caurendico, destacam-se devido as atividades antineoplasicas e
antiproliferativas contra células de diversos tipos de tumores. Porém, diterpenos possuem
baixa solubilidade em solventes aquosos, sendo necessério a busca de estratégias
tecnolégicas que facilitem a administracdo de compostos lipossollveis. Assim, esta
pesquisa teve como objetivo avaliar os efeitos antitumorais do extrato rico em &cido ent-
caurendico (ERAC) obtido das folhas de Mikania glomerata Sprengel em complexos de
inclusdo com B-ciclodextrina (3-CD). O ERAC foi adquirido do Nucleo de Pesquisa em
Ciéncias Exatas e Tecnologicas da Universidade de Franca — Sao Paulo. Foi realizada
modelagem molecular das estruturas em estudo, a fim de determinar o0 modo de incluséo,
bem como a razdo molar a ser estabelecida. Posteriormente, foram desenvolvidos
complexos de inclusdo ERAC:B-CD pelas técnicas de malaxagem (MX) e co-evaporacao
(CE) e analisadas pelas técnicas de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC),
Termogravimetria/Termogravimetria derivada (TG/DTG) e Espectroscopia Vibracional de
Absorcdo na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e realizados
ensaios de citotoxicidade em células L929. Grupos experimentais foram formados em 5
(n=7), dentre os quais: CTR (controle negativo), 5-FU (controle positivo — 5 Fluorouracil),
ERAC:B-CD 30 (30 pg/kg), ERAC:B-CD 100 (100 pg/kg), e ERAC:3-CD 300 (300 pg/kg).
Foram avaliados os parametros: variacdo de massa ponderal, hematolégicos e bioquimicos;
alteracdes anatomopatoldgicas e histomorfolégicas dos tumores excisionados, dos 6rgaos
baco, rins e figado, bem como a expressao imunohistoquimica dos antigenos NRF2, NFkB,
VEGF e Ki-67 dos tumores de Sarcoma 180. Os dados foram submetidos a tratamento
estatistico, considerando significativas diferencas onde p for menor que 0,05. Os resultados
mostraram através da andlise térmica que as curvas de DSC pelo método MX apresentou
um perfil endotérmico mais significativo (331°C) que o de CE (340°C) e perda de massa
gradual de 5,6 % para MX e 3,6 % para CE. A analise da eficiéncia de inclusdo do ERAC em
B-CD por MX foi de 65,37% e de 13,64% por CE. Os espectros de FTIR dos complexos
ERAC:B-CD mostraram mudancas em bandas caracteristicas, reforcando a proposicéo de
complexagéo energeticamente favoravel das ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de
B-CD e ERAC no estudo de modelagem molecular na razdo molar 1:1. A analise citotoxica
dos compostos ERAC, B-CD, MX e CE frente as células L929 mostrou viabilidade celular
para mais de 70% das células. O parametro hematoldgico para maior dose (ERAC:(-
CD300) foi 0o que apresentou melhor resultado, os niveis de LDH dos grupos tratados com
ERAC:B-CD mantiveram-se normais, o efeito de ERAC:B-CD sobre os 6rgédos apresentou
disturbios leves, diferente do grupo controle 5FU. No que se refere aos achados da massa,
volume e taxa de inibigdo tumoral, o grupo ERAC:B-CD300 foi o mais eficiente na reducéo
tumoral, demonstrando inibicdo da atividade celular significativa para o crescimento dos
tumores. Quanto a expressao imuno-histoquimica dos antigenos em células de tumores
Sarcoma 180, o composto ERAC:B-CD foi capaz de regular a via de sinalizagdo NRF2
positivamente através de resposta antioxidante na supresséo tumoral, além da reducdo da
taxa de proliferacdo tumoral demonstrada pelo Ki67.

PALAVRAS-CHAVE: Produtos naturais, Mikania glomerata, diterpeno, anticancer.

Xi



ABSTRACT

Cancer is a disease that affects a large part of the world's population and represents the
second cause of death in Brazil, becoming a public health problem. Scientific studies seek
evidence of active principles from natural products with antitumor activity for the development
of new therapeutic products. Diterpenes, such as ent-caurenoic acid, stand out due to
antineoplastic and antiproliferative activities against cells of various types of tumors.
However, diterpenes have low solubility in aqueous solvents, being necessary the search of
technological strategies that facilitate the administration of liposoluble compounds. Thus, this
study aims to evaluate the antitumor effects of the ent-caurenic acid rich extract (ERAC)
obtained from the leaves of Mikania glomerata Sprengel in inclusion complexes with B-
cyclodextrin (B-CD). ERAC was acquired from the Nucleus of Research in Exact and
Technological Sciences of the University of Franca - Sdo Paulo. Molecular docking of the
studied structures was performed in order to determine the mode of inclusion as well as the
molar ratio to be established. Subsequently, ERAC: B-CD inclusion complexes were
developed by the techniques of kneading (KD) and co-evaporation (CE) and analyzed by
Differential Scanning Calorimetry (DSC), Thermogravimetry / Derivative thermogravimetry
(TG/DTG) and Vibrational Absorption Spectroscopy in the Infrared Region with Fourier
Transform (FTIR) and cytotoxicity assays were performed on L929 cells. The animals were
divided into 5 groups (n = 7): CTR (negative control), 5-FU (positive control - 5 Fluorouracil),
ERAC:B-CD 30 (30 ug/kg), ERAC:B-CD100 (100 pg/kg), and ERAC:B-CD 300 (300 pg/kg).
We evaluated the parameters: weight variation, hematological and biochemical; histological
and histomorphological alterations of excised tumors, spleen, kidneys and liver, as well as
the immunohistochemical expression of the NRF2, NFkB, VEGF and Ki-67 antigen of
Sarcoma tumor 180. The data were submitted to statistical treatment, considering significant
differences where p is less than 0.05. The results showed that the DSC curves by the KD
method presented a more significant endothermic profile (331°C) than that of EC (340°C)
and a gradual mass loss of 5.6% for MX and 3.6% for CE. The analysis of ERAC inclusion
efficiency in 3-CD by KD was 65.37% and 13.64% by EC. The FracR spectra of the ERAC:(3-
CD complexes showed changes in characteristic bands, reinforcing the proposition of
energetically favorable hydrogen bonding between the pB-CD and ERAC molecules in the
molecular docking study in the 1:1 molar ratio. Cytotoxic analysis of ERAC, 3-CD, MX and
CE compounds against L929 cells showed cell viability for more than 70% of the cells. The
haematological parameter for the highest dose (ERAC: B-CD300) was the one that
presented the best result, the LDH levels of the groups treated with ERAC: 3-CD remained
normal, the effect of ERAC:3-CD on the organs presented mild disorders, different from the
5FU control group. As regards the findings of mass, volume and rate of tumor inhibition, the
ERAC: B-CD300 group was the most efficient in tumor reduction, demonstrating inhibition of
significant cellular activity for tumor growth. As for the immunohistochemical expression of
antigens in Sarcoma 180 tumor cells, the ERAC: 3-CD compound was able to regulate the
NRF2 signaling pathway positively through the antioxidant response in tumor suppression, in
addition to reducing the rate of tumor proliferation demonstrated by Ki67.

KEY WORDS: Natural products, Mikania glomerata, diterpene, anticancer.
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1 INTRODUCAO

Estimativas acerca do numero de casos de cancer tém crescimento constante
em todo mundo (SIEGEL et al., 2019). De acordo com dados publicados pelo Instituto
Nacional do Céancer (INCA), o nimero de novos casos para 0 ano de 2018 foi de
324.580 para homens e 310.300 para mulheres (INCA, 2018).

As abordagens terapéuticas tradicionais como quimioterapia podem n&ao
oferecer resultados satisfatérios, levando a resisténcia da droga no tratamento
(SCHOTTENFELD et al., 2013, MILLER et al., 2016), visto que células tumorais se
adaptam as vias de sinalizacdo de sobrevivéncia refletindo na ineficacia da droga
(VALENT et al., 2012). O uso de plantas para descoberta de novas moléculas com
potencial acdo supressora do cancer € um recurso Util para descoberta de novos
agentes antitumorais. Os derivados bioativos presentes nas espécies vegetais, a
exemplo dos metabdlitos secundarios como terpenos, compostos fendlicos, alcaloides
sdo considerados compostos preventivos quando inibem a iniciacdo do processo
carcinogénico, ou terapéuticos, quando inibem a proliferagédo celular e progressdo do
cancer (MONDAL et al., 2012; YAO et al., 2016a).

O género Mikania disp6e de cerca de 300 espécies, dentre as quais um
percentual de 10 foram estudadas quimicamente. Os metabdlitos secundarios mais
comuns para o género Mikania sdo as cumarinas: cumarina 2, acido cumarico, e
diterpenos do tipo caurano: acido ent-caurendico 3, acido cinamoilgrandiflérico 4 que
apresentam atividade biol6gica (VILEGAS et al., 1997; LIMBERGER et al., 2001).
Alguns estudos tém demonstrado que o acido ent-caurendico presente em espécies
de plantas exibe atividade citotoxica e antiproliferativa em linhagens de células
tumorais mamarias (SIMAO et al., 2016) e epiteliais (RUFATTO et al., 2013), além de
ter demonstrado o efeito apoptético de linhagem celular de glioblastoma humano
(LIZARTE et al., 2013) e dano ao DNA de linhagens de células do cancer géstrico
(CARDOSO et al.,, 2017). Embora sejam evidentes as atividades citotoxicas e
genotoxicas em linhagens de células tumorais, Moreira et al., (2016) demonstraram
seguranca no uso de extrato com alto teor desse diterpeno quando utilizado em doses
de até 1500 mg/kg em ratos.

A incorporacdo desses compostos bioativos a sistemas de liberacdo de
farmacos propicia a inclusdo de moléculas menos sollveis em solventes aquosos, tais
como os diterpenos e permite que se supere as dificuldades farmacotécnicas
existentes. Desta forma, espera-se uma maior concentracdo do principio ativo
disponivel no local alvo e maior eficiéncia na resposta terapéutica. Para tanto, as

ciclodextrinas compdem um grupo de oligossacaridios encontradas nas formas
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naturais a, B, y, que possuem seis, sete e oito unidades de D-glicopiranose,
respectivamente (LOFTSSON; BREWSTER, 1996). Estas estruturas sdo capazes de
acomodar moléculas apolares formando complexos de inclusdo e aumentando a
possibilidade de administracdo de maiores concentracdes de moléculas lipofilicas
(REN et al.,, 2002). Existem varios produtos farmacéuticos comercializados com
ciclodextrinas sob a forma de comprimidos, solucdes, pomadas (LOFTSSON;
BREWSTER, 2010). Essa forma de aplicacéo terapéutica das ciclodextrinas permite
gque a substancia ativa apresente maior solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade
(PINHO et al., 2014).

Estudos experimentais tém mostrado os beneficios do uso de extratos naturais
em complexos de inclusdo, todavia o interesse da industria farmacéutica é raro no que
se refere a alguns compostos como terpenos, devido a baixa solubilidade em agua e
baixa biodisponibilidade. Assim, oferecer uma forma farmacéutica que possibilite
minimizar essas barreiras, auxiliaria na melhor abordagem de administracdo de
compostos bioativos, como o extrato rico em diterpeno que possa ser um aliado na
terapia anticancer (MANGOLIM et al., 2014; ABURAHMA, 2015).

O presente estudo se prop6s a investigar os efeitos antitumorais do extrato rico
em &cido ent-caurendico obtido das folhas da Mikania glomerata Sprengel em

complexos de inclusdo com B-ciclodextrina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar o efeito antitumoral do extrato rico em &cido ent-caurendico (ERAC)
obtido das folhas da Mikania glomerata Sprengel em complexos de inclusdo com
B-ciclodextrina (B-CD).

2.2 Especificos

= Desenvolver formulacéo a base de B-CD contendo extrato rico em &cido ent-
caurendico e caracterizar 0os aspectos fisico-quimicos deste complexo;

= Avaliar a atividade citotoxica dos complexos ERAC:B-CD em células de
fibroblastos (L929);

= Analisar os parametros hematoldgicos e bioquimicos em animais com tumores
Sarcoma 180 apds tratamento com complexos ERAC:B-CD ou veiculo;

= Avaliar as caracteristicas anatomopatolégicas do tumor, do figado, dos rins e
do bago de animais com tumores Sarcoma 180 tratados com complexos
ERAC:B-CD;

= Avaliar a expressao imunohistoquimica dos antigenos Ki-67 (marcador de
proliferacdo celular), NFkB e NRF2 (resposta antioxidante) e VEGF
(angiogénese) nos tumores Sarcoma 180 tratados com os complexos ERAC:3-
CD.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Panorama geral sobre o cancer

O céancer é uma doenca crbnica nao transmissivel que acomete a populacao
mundial ao longo dos anos. O envelhecimento da populacdo, fatores de risco
associados, melhoria dos diagnésticos séo critérios relacionados ao aumento do
namero de casos de cancer, destacando a doenca como a epidemia da modernidade
(RUTHERFORD; DICKMAN; LAMBERT, 2012).

O elevado numero de pessoas acometidas pelos diversos tipos de céancer
abrange a esfera mundial, afetando tanto homens quanto mulheres, jovens e criangas.
Relatos podem ser observados na Europa, a partir do levantamento feito para estimar
0S custos anuais para tratamento do cancer de bexiga e constatando um total de 2,6
milhdes de diagnosticos de cancer (LEAL et al., 2016). Na Asia, quando Jain et al.
(2014) ao revisarem registros epidemiolégicos do cancer de préstata na india,
observaram que este tipo de tumor se apresenta como 0 segundo mais incidente nas
grandes cidades indianas, e com projecdes de que o numero de casos seja duplicado
até 2020.

Ao observar a realidade nas Américas, na regido Norte, os Estados Unidos
estimaram 1.735.350 de novos nimeros de tumores diagnosticados para o ano de
2018 e que mais de 600 mil norte-americanos morrerdo de cancer no mesmo ano
(NAACCR, 2018). Dentre os tipos de cancer que acometem os cidaddos americanos e
séo responsaveis por 46% das mortes por cancer da populagdo americana estdo o
cancer de pulméo, dos brénquios, mama e colorretal (NCHS, 2017). Em destaque, 0
cancer de mama é apontado como a segunda principal causa de morte por cancer em
mulheres, representando cerca de 30% do total de novos casos (SIEGEL et al., 2017,
BAN; GODELLAS, 2014).

Na regido Sul da América, em destaque para o Brasil, a realidade do niUmero
de novos casos de cancer estimada para o ano de 2018 pelo Instituto Nacional do
Cancer (INCA) foi de 324.580 para homens e 310.300 para mulheres. Desse total de
casos novos reportados pelo INCA, destaca-se em percentual de distribuicdo, para
homens, o cancer de préstata com 28,6% do total de casos e o cancer de mama nas
mulheres, 28,1%. A figura 1 retrata a distribuicdo dos dez tipos de cancer mais
incidentes estimados para 2018.

A representatividade dos altos nimeros de casos de cancer de préstata reflete
no aumento das taxas de mortalidade para esse tipo de céncer, tal realidade pode ser

observada no trabalho realizado por Braga et al. (2017) quando descreveram as
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tendéncias da mortalidade por céancer de préstata no Brasil para as cinco regides
geograficas no periodo de 1980-2014, revelando que as regides Norte e Nordeste
apresentaram maior risco de morte e que o principal evento associado ao aumento
das taxas de mortalidade em todas as regies do pais é o envelhecimento da
populacdo. Embora as desigualdades no acesso e servicos de saude fossem
evidentes nas cinco regides brasileiras, a menor disponibilidade dos servicos
oncologicos entre aquelas menos desenvolvidas, colaborou negativamente para a
saude da populagdo de netas areas de menor desenvolvimento.

De igual modo, Abrahdo et al. (2015) ao mostrarem achados de descricbes
avancadas do cancer de mama, a fim de reduzir a morbidade e mortalidade por
cancer, perceberam que dos 53,5% dos diagnosticos evidenciados, o percentual
apresentava associacao entre viver no Norte e Nordeste do pais e ter um diagndstico
tardio da doenca, refletido em uma populacdo com baixo nivel de educacéo e que vive

em areas rurais com dificil acesso aos servigcos de saude.

Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29,5%
Traqueia, Brénquio e Pulméo 18.740 B,7% Célon e Reto 18.980 9,4%
Golon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%
EstGmago 13.540 6,3% Traqueia, Bronguio e Pulmdo  12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 52% Glandula Tirecide 8.040 4,0%
Esdfago 8.240 3.8% Estémago 7.750 3.8%
Bexiga 6.680 31% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Qvério 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2.8% Sistema Mervoso Central 5.510 2.7%

Sistema Nervoso Central 5810  2.7% Leucemias 4.860 2.4%
*Nimeros arredondados para miltiplos de 10.
Figura 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados
para 2018 em homens e mulheres. Fonte: INCA, 2018.

A frequéncia com que esses tumores especificos surgem e afetam diferentes
classes sociais em diversas partes do mundo, variando em numeros crescentes ao
longo do tempo, encontra correlagdo com aspectos quimicos, fisicos e bioldgicos
associados a populacédo atual. Yu et al. (2017) observaram que a exposicao a agentes
guimicos como o tabaco foi responsavel pelo aumento da incidéncia de cancer de
pulmd@o em mulheres de 25 a 69 anos na Australia no periodo de 1985 a 2009. Ja
Sodhi-Berry et al. (2017), ao compararem a incidéncia geral e especifica de cancer em
mineradores da Austrélia no periodo de 1996 a 2013, perceberam que esse tipo de
trabalho, associando ambiente e exposicdo a agentes carcindbgenos foram
responsaveis pelo aumento significativo de risco de cancer de pulmao.

A realidade descrita no comportamento desses fatores ambientais que

desempenham papel na incidéncia do céncer estd associada ao evento da
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oncogénese, em que multiplos efeitos carcinogénicos colaboram para a converséo de
uma célula normal em uma célula maligna (SLATTERY et al., 2017). De modo que tal
processo expde as células cancerosas a eventos proliferativos, originando um tumor.
A figura 2 traz a representacdo do processo de carcinogénese, demonstrando as

etapas envolvidas na formacédo da massa de tecido tumoral.

Mutacao
v Iniciacéo Promogao
O reparo do O Prollferagao Promeraga
DNA celular celular (@)
1 \\\
Progressao

Morte celular 3| Proiferagio |Metastase
(Apoptose) celular

2

Cancer

Figura 2. Processo de Carcinogénese. 1. Células sofrem mutagéo a partir da acédo de
agentes carcinogénicos. Todavia nesse estagio € possivel reparar o dano. 2. A célula
gque foi geneticamente alterada encontra-se sob o efeito de oncopromotores, podendo
proliferar ou sofrer apoptose. 3. Se as células se multiplicam desordenadamente, o
acumulo dessas origina o tumor maligno, podendo alcangar outros 6rgédos do corpo.
Fonte: Extraido e modificado de INCA, 2016.

O processo de carcinogénese que € induzido por alteragfes celulares, pode ser
iniciado por agentes carcinégenos, bem como as células podem sofrer
espontaneamente o0s processos de mutagcdo, ndo afetando toda a populagdo de
células normais em desenvolvimento, mas incluindo possiveis danos oxidativos ou
erros no processo de replicacdo do DNA gque evidenciem alteragbes mutagénicas ou
epigenéticas (DOLL, 1999).

O comportamento das modificacbes celulares na biologia tumoral esta
compreendido na sequéncia de eventos da cinética celular. De maneira normal, as
células somaticas sdo geradas pela divisdo celular em sequéncia ordenada, a partir de
células existentes. Tais células ao se dividirem, passam por intervalos: (G1) —
crescimento e preparo para a sintese de DNA (S), (G2) — término da fase S e inicio da
Mitose (M). Existe ainda a fase (G0), destinada aquelas células que ndo sdao

submetidas a sintese de DNA. O evento de divisdo celular e os intervalos que a célula
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esta sujeita, é destinado a produgcdo de células adicionais para crescimento do
organismo ou para que ocorra regeneracao celular, de modo que células mortas ou
perdidas sdo substituidas por células especificas de cada tipo de tecido e assim,
mantem-se a homeostase — Figura 3 (ALBRECHTSEN et al., 1999).

Células que
ndo se dividem

GO
Sintese
das
G2 proteinas
Sintese e do
das RNA Células

i mr
proteinas e epouso

e do
RNA

S
Sintese de DNA, RNA
e proteinas

Figura 3. Etapas da divisao celular no controle de diferenciagdo e crescimento celular.

Fonte: BAQUIRAN; GALLAGHER, 1998.

Diante da falha de mecanismos celulares no processo de divisdo celular,
alguns reguladores sdo capazes de ajustar o crescimento e permitir que as células se
desenvolvam normalmente. Os reguladores responsaveis pelo controle no ciclo celular
sdo 0s proto-oncogenes e 0s genes supressores de tumor. Estes sdo representados
pela proteina do retinoblastona (RB) e a proteina p53 (p53) (ALUNNI-FABRONI et al.,
2000). Séo ativos na fase G1 do ciclo celular, ponto de verificacdo que confere que a
célula progrida no ciclo para sintese de DNA nuclear (Figura 4). Ja os proto-
oncogenes sao genes cujos produtos proteicos estdo envolvidos com diversos fatores
funcionais de varias vias celulares (Figura 5). Caso ocorram mutacdes que alterem

esses genes, passam de genes reguladores a genes causadores de cancer,

oncogenes (DEY et al, 2002).
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Remogao do genoma Apoptose
e preservagao da
integridade genémica

Dano irreparavel

ao DNA processo de etc.
reparo mediado
/2 pelo p53 PIG
PUMA

saudavel ao dano

Anti-apoptose

Processos de reparo

Célula
reparada

Figura 4. Representacao do processo de resposta do gene p53 frente a lesdo celular.
Fonte: WEISS, 2003.

Diante de um dano ao DNA celular que néo foi reparado, uma das funcdes da
p53 é repara-lo, ligando-se ao promotor génico da proteina apoptética Bax e acionar a
morte celular programada pelas vias intrinseca (mitocondrial) ou extrinseca
(citoplasmatica) (AL-KHARUSI et al.,, 2013). Nesse envolvimento de mecanismos
apoptoéticos, estimulos conduzem a célula com dano no DNA a apoptose na tentativa
de evitar a formacao tumoral e manter o equilibrio homeostético.

Caso a atividade das proteinas reguladoras da apoptose (pré-apoptéticas: Bax,
Bak) seja alterada, as células tumorais seréo favorecidas pela expressao de proteinas
anti-apoptéticas (Bcl-2, Bel-xL, Bcl-w, Mcl-1) e conduzirdo o microambiente celular em
estado de desregulacdo energética, sinal de proliferacdo continuo, inducdo de
angiogénese (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Proto-oncogene
DNA X, Vs
Translocagio Amplificacio Génica Mutagio Pontual

Em um elemento de controle No gene

e 7 2 4 ANWig A WV
Novo

=1 \J|./ = T

Fator de crescimento Fator de crescimento em Fator de Proteina hiperativa,
N o0 excesso crescimento em ou resistente a
EXCe50 degradacio

Figura 5. llustracdo das fases de mecanismo de geracéo de oncogenes.
Fonte: SERRANO et al., 2014.
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O estado estabelecido no ambiente tumoral, onde as células ja perderam o
controle do ciclo celular, evadiram-se dos genes supressores tumorais e encontram-se
no estigio capaz de induzir a angiogénese e ativacdo de invasdo e metastase, é
decorrente de um estado pré-inflamatério que € considerado um fator epigenético
contribuinte para o surgimento e progressao de células tumorais.

Biologicamente, uma célula ao ser iniciada por um agente carcinogénico pode
promover a mutacao celular, gerando espécies reativas de oxigénio (EROS), estas
espécies reativas sdo capazes de oxidar moléculas ou favorecer a ativacédo de fatores
de transcricdo. Todo este cenario é caracterizado por um estado inflamatoério
correlacionado ao desequilibrio entre agentes oxidantes e antioxidantes (estresse
oxidativo) (KLAUNIG et al., 2010).

Se na fase de iniciacdo a célula ndo é reparada e € promovida com danos ao
DNA, a mutacéo celular pode evoluir para tumor em conjunto com a acdo das EROS
gue estimulardo vias de transducdo de sinal e ativardo fatores de transcricdo como o
Fator nuclear eritrdide-2 (NRF2) e o Fator nuclear kappa B (NFkB) e proteinas
quinases ativadores de mitogenos (MAPK) no embate para progressdao da
carcinogénese (KLAUNIG et al., 2010).

Enquanto o NRF2 ativara genes que codifiquem proteinas antioxidantes, a fim
de reduzir fatores de transcricdo pré-inflamatérios como o NFkB para permitir a
adaptacdo e sobrevivéncia celular em condigbes de homeostase, o NFKB atuard na
regulagcéo de genes que codificam citocinas pro-inflamatorias, fatores de crescimento,
enzima cicloxigenase-2 (COX-2) na finalidade de promover uma condi¢éo inflamatoria
que estad envolvida com a causa da carcinogénese, mecanismo anti-apoptético e
regulagéo da angiogénse (Figura 6) (DOU et al., 2013; PARK et al., 2012).
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Figura 6. Representacdo esquematica da ativacdo da via do NRF2 em condi¢bes de
estresse oxidativo e inibicdo das vias de inflamacdo dependentes do NFkB no
processo de transformacéo celular de acordo com seus alvos moleculares.

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.2 Plantas medicinais e atividade antineoplasica dos seus compostos

guimicos

Diversos extratos vegetais s&o utilizados no tratamento de doencas e
asseguram resultados promissores. Os metabdlitos secundérios da classe dos
terpenos, compostos fendlicos, alcaloides mostraram efeitos na prevencdo ou
tratamento do céancer (MONDAL et al., 2012; YAO et al, 2016a) por serem
encontrados em espécies vegetais que apresentam valor medicinal para o
desenvolvimento de novos fitoterapicos (NEWMAN; CRAGG et al.,, 2012). Estes

achados na literatura induzem a nova pesquisas na area.
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A Catharanthus roseus (L.) G. Don € uma planta herbacea, nativa de
Madagascar e pertence a familia Apocinaceae. E conhecida como vinca, maria-sem-
vergonha ou boa-noite, apresenta ampla dispersdo em areas subtropicais e tropicais
do mundo (ONG et al., 2011). ApGs a realizacdo de testes em modelos de estudo de
linfoma e leucemia com o extrato de C. roseus, foi possivel observar efeito supressor
de medula 6ssea em animais, conduzindo trabalhos que levaram ao isolamento dos
alcaloides vimblastina e vincristina e tornaram-se agentes Uteis no tratamento de
alguns tipos de cancer como a leucemia linfoblastica aguda, o sarcoma de Kaposi, 0
linfoma de Hodgkin (JACOBS et al., 2004; SOTTOMAYOR; ROS, 2005).

Outro alcaloide isolado da arvore Camptotheca acuminata Decne, da familia
Cornaceae, nativa da China, é a camptotecina que originou as substancias topotecan
e irinotecan que inibem a enzima topoisomerase | e sdo utilizadas no tratamento de
cancer de ovario, de pulmdo e colon (MANN, 2002; CHABNE; ROBERTS, 2005;
POMMIER; 2006).

Outra planta com achado importante de atividade anticaAncer é a Taxus baccata
L. e Taxus brevifolia Nutt., originaria da América do Norte e América Central, pertence
a familia Taxaceae e é conhecida como teixo do Pacifico ou teixo inglés. Ao
desenvolver ensaios de triagem com 60 células de linhagens tumorais humanas,
percebeu-se a eficiéncia do diterpeno placlitaxel, devido a acao antimitética em
canceres de mama e ovario (MANN, 2002; ROUX; GUERITTE, 2017).

As espécies de Podophyllum peltatum, Podophyllum emodii, Podophyllum
hexandrum séo outros vegetais que se enquadram no grupo de exemplares com
agentes antineoplasicos (JARDINE, 1980). Estudos com a podofilotoxina, uma lignana
extraida das raizes de Podophyllum demostraram atividade antimitdtica, tal fato
conduziu outras investigagfes para a sintese de drogas no tratamento do céncer, o
etoposideo e o teniposideo que sdo capazes de interferir na sintese de DNA, e assim,
indicados no tratamento de linfoma n&o-Hodgkin, cancer de pulm&o, sarcoma de
Kaposi (AYRES; LOIKE, 1990; CASTRO et al., 2003).

As pesquisas direcionadas ao desenvolvimento de novos farmacos com acao
antitumoral baseadas em substancias bioativas que atuem nos dois Ultimos estagios
da carcinogénese sdo constantes. Estudos recentes com produtos naturais mostram
que a busca por moléculas com indicagéo terapéutica para o cancer tem apresentado
resultados promissores, a partir da observacao de achados antitumorais. Yadav et al.
(2018) ao investigarem o efeito do acido 3-bromopiruvato perceberam que este foi
capaz de alterar a expressdo de moléculas reguladoras da captacdo de glicose e
através da diminuicdo na producao de ATP afetou o0 mecanismo das células tumorais,

desencadeando o processo de morte celular.
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De igual modo, ao investigar a atividade do aminoacido poli-L-lisina na
supressdo da angiogénese tumoral e inducdo da apoptose em camundongos
portadores de tumor de Ehrlich e sarcoma 180, Debnath et al. (2017) observaram que
o tratamento com a substancia foi capaz de regular negativamente as proteinas Bcl-2
e CD31 e positivamente as Bax e p53 envolvidas no processo de apoptose. Bem como
a expressado do fator de crescimento endotelial (VEGF) foi notoriamente reduzido,
atestando a diminuicdo de microvasos sanguineos no evento da angiogénese tumoral
e crescimento do tumor.

Déria et al. (2016) também demonstraram efeito apoptético em tumores
Sarcoma 180 de camundongos que foram tratados com extrato aquoso de Remirea
maritima Aubl. Além da perceberem reducao nas taxas de inibigcdo tumoral, reforcando
a atividade anticancerigena do extrato natural. Ferreira et al. (2016) ainda elucidaram
o efeito anticancerigeno da fracdo hexéanica de folhas da planta medicinal Casearia
sylvestris e do seu diterpeno Casearin X. Por meio de ensaios em modelo murino
Sarcoma 180, os autores demonstraram o evento apopt6tico como a principal forma
de morte celular nos tumores de camundongos tratados com as substancias bioativas.

Nessa linha de investigacdo de constituintes quimicos de plantas, outra
substancia que tem sido estudada, relevando resultados promissores na busca de
novas moléculas que atuem em diferentes mecanismos biolégicos na terapia
anticancer sdo os diterpenos do tipo caurano. Estes metabdlitos secundarios estéo
presentes em espécies de plantas do género Mikania e Copaifera (MOREIRA et al.,
2016; SIMAO et al., 2016).

A espécie Mikania glomerata foi estudada e demonstrou a presenca de
cumarinas, acido ent-caurendico, acido cinamoilgrandiflérico (OLIVEIRA et al., 1984).
Estudos posteriores dispensaram esforcos para desenvolver extratos vegetais
(TALEB-CONTINI et al.,, 2006) e fragBes hexanicas (VENEZIANI et al., 1999;
YATSUDA et al.,, 2005) que concentrassem 0s constituintes quimicos presentes na
amostra vegetal para investigacdo de atividades bioldégicas como a anti-inflamatoria e
broncodilatadora (MAIORANO et al., 2005; BETONI et al., 2006).

Mediante estudos, De Moura et al (2002) relataram evidéncias de atividade
bronco dilatadora ao tratar cobais com extrato aquoso e fracdo diclorometano de
Mikania glomerata Sprengel e Fierro et al. (1999) demonstrando a acao antialérgica a
partir da reducdo significativa de neutréfilos em ratos tratados com fracdo
diclorometano obtida de folhas de Mikania glomerata que foram submetidos a inducao
de pleurisia.

Demais estudos conduzidos com estas espécies do género Mikania que

tenham encontrado evidéncias de natureza citotoxica e antitumoral estdo relacionados
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a presenca de constituintes cauranos, em suma, 0 acido caurendico e outros
derivados sintetizados por espécies de plantas que também pode ser encontrado no
género Copaifera. Dessa maneira, os trabalhos estdo dirigidos para concentracdes
analiticas desse acido a fim de respaldar os achados cientificos. Alguns estudos dos
referidos géneros estéo representados na tabela 1, quanto aos achados de natureza

citotoxica e antitumoral.
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Tabela 1. Estudos com diterpenos de plantas dos géneros Annona sp., Copaifera sp., Mikania sp. em linhagens de células tumorais.

Referéncia - . Substancia Concentracdo Tipo de ensaio Linhagem .
S Espécie vegetal Farmacdgeno N RPN Evidéncias reportadas
literaria testada da substancia biolégico celular
PANC-1
Annona (tumor
Okoye et senegalensis Casca da raiz amdg_ 31.5-1000 MTT pancreatico) e Agao antlprollferatlv_a contra as
al. (2014) (graviola silvestre) caurendico Mg/mL HelLa (tumor linhagens tumorais testadas,
9 cervical apresentando valores de IC50 0,74
humano) e 0,52 M, respectivamente.
viabilidade Atividade citotoxica e
celular, antiproliferativa em células de
Lizarte et Mikania acido coloracéo por U7, ATCC '
vy Folhas - 30, 50, 70 pM a0 p (glioblastoma ~ 9lioblastoma humano (50 e 70 uM),
al. (2013) hirsutissima caurenoico anexina 'V e humano) além de notavel regu|agao de genes
iodeto de

Propideo, PCR
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envolvidos na apoptose. Com a
diminuicdo da expressdo dos anti-
apoptéticos (miR-21, c-FLIP) e
aumento na expressdo dos genes
apoptaticos (caspase 8, caspase 3).



Ruffato et
al. (2013)

Simao et
al. (2016)

Sarojini et
al. (2016)

Cano et al.
(2017)

Mikania laevigata

Copaifera sp.

Mikania

glomerata Sprengel

Copaifera sp.

Folhas

Resina de
Oleo

Folhas

Resina de
6leo

extratos:
cloroférmico,
acetato de
etila,
hexanico e
etandlico de
Mikania

acido
caurenoico e
15 derivados
sintéticos do
acido
caurenoico

extrato
aguoso

acido
caurenoico e
dois
derivados
sintéticos do
acido
caurenoico

10 - 800 MTT
pg/mL
0,975 - 1000 XTT
pg/mL
Proliferacdo
celular, MTT,
40 pg/mL anexina 'V e
iodeto de
Propideo
XTT, teste do
25 - 400 uM micronucleo,

ensaio cometa
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HEp-2
(carcinoma
epidermadide
humano),
HelLa (tumor
cervical
humano)

MCF-7
(carcinoma de
mama
humano)

H292 (cancer
de pulméo
humano)

CHO-K1
(células
ovarianas)

Os extratos hexanico (75 pg/mL;
160 pg/mL) e etandlico (600 pg/mL;
800 pg/mL) apresentaram melhor
capacidade antiproliferativa frente
as células tumorais HEP-2 e Hela,
respectivamente. Ja que os demais
néao mostraram diferenca
significativa entre as células nao
tumorais.

O estudo mostrou que um dos
compostos derivado do 4cido
caurenoico (sintese de amida) foi o
mais citotoxico. O composto foi
capaz de inibir o crescimento de
células tumorais de céncer de
mama (ICso = 7,84 uM).

Potencial acdo antineoplasica do
extrato aguoso da Mikania
glomerata, mediante aos achados
citotoxicos do extrato contra as
células tumorais.

Efeito citotoxico mais elevado para o
acido caurendico que os outros dois
derivados sintéticos em células
ovarianas. Embora o mesmo né&o
tenha apresentado efeito genetodxico
naquelas concentracbes que néo
mostraram citotoxicidade.



Cardoso et Copaifera Resina de acido
al. (2017) langsdorffii 6leo caurendico
Da Costa . 2.6 d,e_r vados
. Resina de sintéticos do
et al. Copaifera ssp 5le0 acido
(2018) .
caurendico

2,5:5;10; 30
e 60 pg/mL

0,975 - 1000

pg/mL

Ensaio cometa,
teste do
micronucleo,
analise da
transcricédo de
genes - RT-
gPCR, analise
do ciclo celular

XTT e métodos
computacionais
(programa
Gaussian09) de
analises
multivariadas de
moléculas

ACPO2,
ACPO3,
AGPOl e
PG100
(Células de
cancer
gastrico)

MCF-7
(carcinoma de
mama
humano)

O acido caurendico é capaz de
induzir dano ao DNA de células
gastricas tumorais em
concentracdes acima de 5 pg/mL,
além de induzir a apoptose, parada
do ciclo celular (G1), com marcante
aumento de genes (ATM, CHK2 e
TP53) envolvidos nesse evento na
dose de 60 pg/mL.

Atividade  citotoxica contra a
linhagem celular de cancer de
mama esta relacionada as
modificagcbes energéticas que
ocorre entre molécula do derivado
diterpénico e o alvo celular, através
do deslocamento e/ou transferéncia
de carga energeética.

*MTT (Teste de reducdo do Methylthiazoletetrazolium), PCR (Reacdo em cadeia polimerase), XTT (Ensaio de viabilidade celular do Tetrazolium).
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3.3 Ciclodextrina e aplicagcbes em pesquisa

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos resultantes da degradacdo enziméatica
do amido através da acdo de bactérias produtoras da ciclodextrina-glicosiltransferase. Ao
hidrolisarem as liga¢des glicosidicas do amido, dextrinas de diferentes tipos sdo geradas
como produto da reacdo, formando estruturas ciclicas com unidades de D-glucopiranose
gque se ligam em seis, sete e/ou oito unidades estabelecendo as formas naturais a-CD, [3-
CD, y-CD, respectivamente (LOFTSSON; DUCHENE, 2007; VEIGA, PECORELLI et al.,
2006).

Ao se organizarem na forma estrutural de um cone truncado, grupamentos
hidroxilicos séo posicionados na regido externa do cone, assumindo caracteristica hidrofilica
(LOFTSSON; BREWSTER, 1996) (Figura 7). A regido interna € formada por grupos
hidrocarbonetos e atomos de oxigénio unidos por ligagbes glicosidicas, conferindo uma
cavidade hidrofébica que permite a interagcdo com compostos de natureza apolar.

OH

OH
- -
~OHO HO_J\/~OH i !
OQ-OH HOEND ' '
Ho )\

OH o

LoH Ho\ﬁ “on
O—" OH 0
OH "t _.OH
~0— o~
HO 0 O,_./SS/ &
HO

Figura 7. Estrutura quimica da 3-ciclodextrina (3-CD) (a) e representacao da forma estrutural

(b).

Fonte: Montagem do autor.

Por possuir capacidade de formar complexos de inclusdo com outras moléculas, as
CDs séo de interesse da industria alimentar, farmacéutica e de cosméticos. Visto que suas
propriedades conferem a inibicdo de odores, sabores desagradaveis, aumentam a
solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade de farmacos lipofilicos. Dentre as CDs
naturais, a 3-CD € uma das mais utilizadas em preparacdes farmacéuticas encontradas no

mercado. Tal fato se deve a disponibilidade elevada, ao baixo custo e a capacidade de
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formar complexos de inclusdo com diversos farmacos hidrofébicos (VEIGA, PECORELLI,
2006).

A complexacdo de moléculas/farmacos na cavidade hidrofébica das CDs é
dependente de fatores como polaridade da molécula hdospede e do tamanho da cavidade de
CD. De modo que, a acao de forca de van der Waals, ligacdes de hidrogénio, interacfes
hidrofébicas estabilizam os complexos e ocorre o equilibrio dindmico héspede-hospedeiro a
partir da razdo molar estabelecida para formacdo dos complexos de inclusdo (LIU; GUO,
2002) (Figura 8).

o~

Ciclodextrina molécula/farmaco Complexo farmaco - CD 1:1

OH

OH @

Ciclodextrina molécula/farmaco Complexo farmaco — CD 1:2

Figura 8. Representacdo esquematica da formacdo de complexos de inclusédo farmaco — CD
na razdo molar 1:1 (a) e na razdo molar 1:2 (b).

Fonte: Elaborada pelo autor.

A utilizacdo das CDs como excipientes associados a derivados vegetais de natureza
lipofilica tem sido recurso atil em pesquisas, uma vez que as caracteristicas desses
produtos dificultam as investigacdes das atividades biolégicas quando os pesquisadores
encontram barreiras fisico-quimicas e/ou farmacocinéticas nas moléculas estudadas
(PINHO et al., 2014).

A tabela 2 reline alguns trabalhos cientificos de acordo com a natureza da pesquisa

e o ramo de exploracgdo bioldgica relacionado as ciclodextrinas.
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Tabela 2. Estudos com ciclodextrinas que descrevem a formacao de complexos de inclusédo suas caracteristicas e aplicagfes em diferentes areas.

A A ~ . Técnica de
Referéncia Substéncia , Razéo Método de o A
S . Tipo de CD ~ caracterizacao dos Evidéncias encontradas
literaria Investigada molar preparagéao . ~ ¥
complexos de inclusédo
i Aumento da  solubilidade e
Su et al. (2012) Borneol B-ciclodextrina 1:1 Ultrassom Espe(gg)s(c%pé%FTlR, estabilidade do borneol quando
comparado a molécula livre.
Oleo essencial com
ethtr?ecljae (t:?:nci de DSC, MET, eficiéncia de  Foi observado atividade
Hill et al. (2013) cinamaldefdo extrato B-ciclodextrina 2:1 Freeze-drying aprisionamento e antimicrobiana do complexo de
de cravo—da-’india e solubilidade de fase inclusao contra Salmonella
| enterica sorovar Typhimurium LT2
eugeno e Listeria innocua.

Menezes et al _ _ . Malaxagem e Espectroscopia FTIR,  Revelou evidéncias de formagéo de
) (—)—Llnalool B-CIC'Odextrlna 1.1 ~ DRX, DSC, TG, MEV e Comp|exos de inclusdo pe|os

(2013) coevaporagao . !

Karl Fisher métodos de malaxagem e pasta.
A Espectroscopia FTIR ; 4

: - x Agitacéo et Os dois meétodos de preparo
%%Tfs etal Pigmento delﬁlmentao B-ciclodextrina 1:4 magnética e DtSC’ RhMNa dlstn?uu;iao de revelaram evidéncias de
(2014) vermelho ultrassom amanho de p|a£ ICUIaS € complexagdo. Todavia o método
potencial Zeta ultrassom  apresentou  maior

30

rendimento e eficiéncia de inclusao.



Jiang et al. (2014)

Mangolim et al.
(2014)

Soica et al. (2014)

artesunato (ATS)

Curcumina

Acido betulinico

B-ciclodextrina

B-ciclodextrina

octakis-[6-
deoxi-6-(2-acido
etanosulfénico
sulfanil)]-y-CD
(DGCD)

1:1

1:1

nao relatado

Co-precipitagéo,
liofilizag&o e
evaporacao de
solvente

Malaxagem
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DRX, RMN, TG

Espectroscopia FTIR e
Raman, DRX

DRX, DSC, MEV

Foi revelado aumento da
solubilidade do artesunato
complexado as moléculas de -
ciclodextrina quando comparado ao
artesunato livre. Quando
investigada a atividade citotoxica
dos complexos de inclusdo ATS- B-
ciclodextrina (0.5 - 60 pmol/L)
contra linhagens celulares de
cancer de colon, percebeu-se
atividade mais elevada que a
substancia livre.

Foi possivel observar a inclusdo de
curcumina em particulas de -
ciclodextrina com melhores
resultados para o método de co-
precipitacdo com garantia de
solubilidade e estabilidade de cor
em amostras de sorvetes.

Os complexos formados com o
acido betulinico e o derivado
sintético de gama ciclodextrina
exibiram aumento de solubilidade
em  4gua, possibiltando a
demonstracao de achados
citotéxicos em células melanoma,
bem como a reducgéo do volume e
peso tumoral em andlise in vivo,
usando modelo melanoma em
camundongos.



Venuti et al.
(2014) Resveratrol (RSV)
2-nonanona (2-NN) -
Abarca et al. composto presente em
(2016) 6leo essencial de
arruda)
B-cariofileno

(sesquiterpeno
presente em 6leo
essencial de cravo da
india)

Quintans-Junior et
al. (2016)

Sepulveda et al.

(2016) Diterpeno mulinane

Ceborska (2017) Terpenos de canfora

Sulfobutileter-B-

ciclodextrina 1:1
(SBE-B-CD)

. . 1:0.5; 1:1;
B-ciclodextrina 1.2
B-ciclodextrina 1:1

. . nao
B-ciclodextrina relatado
B-ciclodextrina  2:3; 2:2

Freeze-drying

Co-precipitagcédo

Coevaporacéo

nao relatado

nao relatado
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Espectroscopia UV-vis e
FTIR-ATR

Espectroscopia FTIR,
DRX, DSC, TG, eficiéncia
de aprisionamento

Espectroscopia FTIR,
DRX, DSC, TG, MEV

nao relatado

DRX

A formacdo do complexo RSV-
SBE-B-CD possibilitou a melhoria
da solubilidade de RSV com
resultados bioldgicos in vitro de
atividade anticancer em linhagem
celular MCF-7.

A formacdo de complexo de
inclusdo na razao 1:0,5 foi a que
apresentou melhor resultado nas
andlises de caracterizagdo. Com
34,8% de eficiéncia de inclusao do
2-NN, observou-se reducdo de
crescimento de fungos da espécie
Botrytis cinerea.

Os ensaios realizados revelaram
formacdo de complexos de
inclusao e 0s tratamentos
realizados com os complexos em

camundongos com dores
musculares promoveram efeito
analgésico.

Reportado efeito gastroprotetor em
modelo experimental de Ulcera em
camundongos.

A analise dos dados demonstrou
formacdo de complexos com
moléculas terpendides de alcool
borneol e (-)-isopinocampheol (2:3),
de hidrocarbonetos (+)-fenchene e
cetonas  (+)-camphor/(-)-camphor
(2:2).



- 2-
Michalska et al. ITleﬁgﬁo(:if:iO de hydroxypropyl- 11
(2017) sulforafano) B-cyclodextrin '
(HP-B-CD)
Leite et al. (2018) Oleo essencial com (-)- B-ciclodextrina 1:1

a-bisabolol (BISA)

Espectroscopia FTIR,

Liofilizacdo DRX, DSC, RMN, MEV,
Docking
Malaxagem, Espectroscopia FTIR,
coevaporacao DSC, TG

A formagdo do complexo de
inclusdo evidenciou o aumento da
solubilidade de ITH12674 em agua
e a estabilidade contra os efeitos
fisico-quimicos. 0] composto
também foi capaz de induzir
resposta antioxidante mediada pelo
fator de transcricdo NRF2 em
células AREc32.

Os complexos de inclusao
formados foram testados em ratos
que sofreram injuria orofacial,
sendo capazes de reduzir
significativamente a dor.

*Calorimetria exploratoria diferencial (DSC), Difratometria de raio-x (DRX), Espectroscopia Vibracional de Absorcao na Regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia eletrbnica de transmitancia (MET), Microscopia eletrénica de varredura (MEV), Ressonancia magnética nuclear

(RMN), Termogravimetria (TG)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aquisicado do material vegetal e Extrato de Mikania glomerata Sprengel

Rico em Acido ent-caurendico (ERAC)

O extrato foi obtido das folhas da Mikania glomerata Sprengel através de
processo extrativo utilizando inicialmente o diclorometano como solvente extrator
seguido de particdo e purificagdo com o objetivo de selecionar compostos terpénicos.
O procedimento de obtencdo do ERAC foi feito no Nucleo de Pesquisa em Ciéncias
Exatas e Tecnoldgicas da Universidade de Franca, Sao Paulo, pelo professor Doutor
Rodrigo Cassio Sola Veneziani. O método padronizado com o desenvolvimento da
técnica analitica com precisdo intra-dia das amostras conferiu um teor correspondente
a 48,94% de AC nos extratos de Mikania glomerata Sprengel rico em AC (MOREIRA
et al., 2016).

Este extrato foi cedido em virtude de uma parceria firmada entre a
Universidade Tiradentes e a Universidade de Franca como parte do projeto do
Programa de estimulo a mobilidade e ao aumento da cooperagdo académica da pos-
graduacdo em instituicbes de ensino superior de Sergipe (PROMOB) - EDITAL
CAPES/FAPITEC/SE N° 10/2016 — APENDICE A.

4.2 Preparo e obtencao dos Complexos de Inclusao ERAC:-CD

4.2.1 Modelagem molecular

O estudo de modelagem molecular foi realizado para conhecer as
possibilidades de interacdo entre as moléculas do ERAC e B-CD e definir a melhor
raz&o molar para o complexo de inclusdo. Para gerar a estrutura molecular do ERAC e
da B-ciclodextrina, foi utilizado o programa Auto-dock vina 1.1.2 (TROTT; OLSON,
2010), por meio do DS Visualizer e utilizada no acoplamento molecular. O Auto
DockTools (ADT) (MORRIS; HUEY, 2009) foi utilizado para preparar os arquivos de
entrada pela fusdo de atomos de hidrogénio nao polares, adicionando cargas parciais
e tipos de atomos. A raiz rigida do ligante e do receptor foi gerada usando ADT,
definindo todas as possiveis ligacdes rotativas como ativas por tor¢cdes. A grade no
centro de massa (eixos X, y e z, respectivamente) para cobrir toda a superficie de
interacdo da B-ciclodextrina foi de 40 x 40 x 40A. O modelo de ligacdo que tem a

menor energia livre de ligacéo foi pesquisado em 10 diferentes modelos.
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4.2.2 Malaxagem (MX)

O complexo de Inclusdao ERAC:-CD por MX na razdo molar de 1:1 foi
realizado homogeneizando (3-CD (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) em agua e
adicionando ERAC para formacdo de uma pasta. Posteriormente, o material foi
homogeneizado e armazenado em dessecador de vidro até completa secagem para
trituracdo manual - adaptado de Menezes et al. (2013). O material obtido foi
armazenado em recipiente de vidro hermeticamente fechado para posterior analise
(Figura 9).

N &

o \ \ £ ¥
-y o
= Trituragdo manual

ERAC:B-CD

Dessecador de vidro

Figura 9. Esquema de preparo do complexo de inclusdo ERAC:3-CD pelo método de
Malaxagem.

Fonte: llustracdo de Andréa Santos, 2017.

4.2.3 Co-Evaporagéo (CE)

O complexo de Inclusdo ERAC:3-CD por CE na razdo molar de 1:1 foi
realizado homogeneizando B-CD em agua e adicionando ERAC. Posteriormente, o
material foi submetido a agitacdo magnética, 45°C, por 5h e submetido a
rotaevaporacao - adaptado de Corréa et al. (2005). O material obtido foi armazenado

em recipiente de vidro hermeticamente fechado para posterior andlise (Figura 10).
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Agitacdo magnética

Rotaevapb'ragéo
Figura 10. Esquema de preparo do complexo de inclusdo ERAC:B-CD pelo método de
Co-evaporacao.

Fonte: llustracdo de Andréa Santos, 2017.

4.3 Caracterizacdo dos Complexos de Inclusdo
4.3.1 Andlise Térmica

O ERAC, a B-CD, e os complexos obtidos (MX e CE) foram caracterizados por
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) - DSC-60 (Shimadzu, USA) e
Termogravimetria/Termogravimetria derivada (TG/DTG) — DTG-60H (Shimadzu, USA),
sob razdo de aquecimento de 10°C min?, atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50
mL/min, empregando massa de aproximadamente 1,0 £ 0,5 mg em porta-amostra de
aluminio hermeticamente fechado. O equipamento foi previamente calibrado e/ou
verificados no eixo da temperatura utilizando padréo indio metélico com pureza de
99,99% para o DSC e padrdo oxalato de calcio com pureza de 99,99% para o TG/DTG
(MENEZES et al., 2013; CORREA et al., 2005).

4.3.2 Espectroscopia Vibracional de Absorcao na Regido do Infravermelho com

Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho das amostras de ERAC,
da B-CD, e dos complexos de inclusdo (MX e CE) foram obtidos utilizando
espectroscépio equipado com diamante/cristal de Seleneto de Zinco (ZnSe) e
dispositivo de Reflexdo Total Atenuada (ATR) — AGILENT CARY 630 FTIR (Agilent

36



Technologies, USA). Foram utilizados 2,0 + 0,2 mg de cada amostra, a qual foi
depositada na superficie do cristal ATR em escala espectral 5100-600 cm? e
resolucdo de 2 cm™ e com processamento automatico dos dados pelo software Agilent
MicroLab PC - adaptado de Menezes et al. (2013).

4.3.3 Eficiéncia da formacédo dos complexos de Inclusdo ERAC:3-CD

Para certificar-se da eficiéncia de inclusdo (El) das moléculas de ERAC nas
cavidades de 3-CD, a quantidade de ERAC aprisionada nos complexos de incluséo foi
determinada por espectrofotometria a 216 nm (pico de varredura), UV-Vis (DR 5000,
Hach Lange GmbH, Alemanha). Para cada tipo de complexo de inclusdo (MX e CE), 5
mg de amostra foram solubilizados em 5 mL de &lcool metilico P.A. e submetidos por
10 minutos em banho ultrassénico, a fim de que todo o composto ativo aderido a
cavidade de B-CD fosse liberado na solucdo. Antes da afericdo, as solugbes foram
centrifugadas a 3200 g durante 15 minutos para remover qualquer particula de 3-CD
da solucdo e apenas o composto ativo estivesse presente - adaptado de Falcéo et al.
(2011). A El foi calculada de acordo com a férmula abaixo:

guantidade de ativo incorporado
guantidade inicial de ativo

El = x 100

Na qual: a "quantidade de ativo incorporado” representa a quantidade de ativo
presente nas particulas B-CD do complexo de inclusdo, e a "quantidade inicial de
ativo" indica a quantidade de ativo inicialmente utilizada para produzir o complexo de
inclusdo ERAC:B-CD. A quantidade de ativo foi calculada comparando-a a uma curva
padrdo (1000 — 62,5 pg/mL) obtida pela equacdo da reta: y = 0,0044x + 0,0274
R2 = 0,9995.

4.4 Ensaio de citotoxicidade.

4.4.1 Cultivo das células de fibroblastos

As células de fibroblastos (L929) foram cultivadas em meio D-MEM F12 (Gibco,
BRL) suplementado com 20 ug/mL de gentamicina (Gibco, BRL) e 10% de soro fetal
bovino (Gibco, BRL). As culturas foram repicadas a cada 2 dias e mantidas em estufa
(Forma Scientific Inc., modelo 3159) a 37°C, com 5% de CO, e umidade controlada.

Posteriormente, as células L929 foram repicadas em microplacas de 96 pocos, volume
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de 100 pL/pogo (1x10° cels/mL) e tratadas com ERAC, B-CD e os complexos ERAC:B-
CD em seis concentracfes, variando de 0 — 100 yg/mL para os testes de viabilidade
celular com reducdo do Methylthiazoletetrazolium (MTT) - adaptado de Venuti et al.
(2014); Enkhtaivan et al. (2017).

4.4.2 Teste de reducdo do Methylthiazoletetrazolium (MTT)

A viabilidade celular foi determinada através do microensaio colorimétrico
utiizando MTT [3(4,5- dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide] - Sigma
Chemical Co. St. Louis, MO, USA. As células foram incubadas por 72 horas com
ERAC, B-CD e os complexos ERAC:B-CD. Apos este intervalo, 10 yL de MTT (5
mg/mL) foram adicionados para cada 100 pyL de cultivo. As microplacas foram
mantidas na estufa por quatro horas. Apos esse periodo foram retirados 100 pL do
sobrenadante de cada pogo e adicionados 100 pL de solugédo de HCI com isopropanol,
homogeneizando bem até a completa dissolucdo dos cristais de sal. A microplaca
contendo a reagdo foi submetida a leitura espectrofotométrica em comprimento de
onda de 570nm e registrados valores de absorbancia - adaptado de Venuti et al.
(2014); Enkhtaivan et al. (2017).

4.5 Andlise da atividade antitumoral in vivo

4.5.1 Aspectos Eticos

O projeto foi submetido & Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da
Universidade Tiradentes — Aracaju/SE e aprovado, com protocolo n° 030815RR

(anexo).

4.5.2 Estudo da atividade antitumoral

Os camundongos Swis (Mus musculus) foram mantidos em condi¢cdes
controladas de temperatura (22°C + 3°C) e umidade relativa (30% a 70%), com ciclo
artificial claro/escuro de 12h, e receberam ragdo (Labina®, Purina, Sdo Paulo, Brasil) e
agua ad libitum. Todos os procedimentos experimentais foram rigorosamente
realizados dentro dos preceitos éticos determinados pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA).

O animal doador foi anestesiado com isoflurano (1,5%, via inalatéria) e

eutanasiado. A antissepsia da regido abdominal foi feita com &lcool iodado e foi

38



coletado 0,5 mL do liquido ascitico da cavidade abdominal e transferido para uma
solucdo de contendo 5,0 mL de Ringer lactato e 0,2 mL de gentamicina (5 mg/mL).
Posteriormente, foi realizada a analise da viabilidade celular através do método de
exclusdo do azul de Tripan a partir do lavado peritoneal utilizando solucdo de Ringer
lactato para a contagem de células tumorais. Esta solucdo foi centrifugada para
separar o precipitado contendo as células tumorais do sobrenadante o qual foi
descartado. O precipitado foi tratado com soluc&o corante de azul de Tripan a 0,025%
para a separacdo das células viaveis (citoplasma translicido) das nao viaveis
(citoplasma corado em azul), j& que as células ndo viaveis perdem a integridade de
membrana, sendo incapazes de regular o conteudo intracitoplasmatico de corante
(azul de Tripan). O tratamento foi realizado utilizando a relacéo 1:1 (solucdo ringer de
liquido ascitico: corante, 50 uL).

A contagem das células tumorais vidveis é realizada em camara de Neubauer
utilizando magnificacdo de 400x. A contagem ocorre através da soma dos 4
quadrantes externos superiores e inferiores divido por 4. O niUmero de células a serem

transplantadas por mL de solucédo é obtido utilizando a seguinte equagéo:

Ne de células/mL = (n° células contadas x diluicdo x 10%) + 4

Apdés o0 ajuste das células vidveis com solucdo de Ringer lactato na
concentracédo de 2 x 105/500 pL, os animais receptores foram inoculados com 500 L
de células tumorais na regido axilar, via subcutanea (ZHENG et al., 2010). Ap6s 24
horas, os animais foram submetidos ao tratamento via intraperitoneal com o ERAC:3-
CD uma vez ao dia, por sete dias (Figura 11). Para este ensaio foram utilizados 35
camundongos Swiss (Mus musculus), machos, adultos, com massa corporea de 30 £
5 g. Os mesmos foram divididos randomicamente em gaiolas apropriadas com n=7.
Os animais foram mantidos no Biotério da Universidade Tiradentes, em caixas de
polipropileno e grades metélicas apropriadas com cama de maravalha, trocadas

diariamente.
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Figura 11. Esquema ilustrativo das etapas do estudo da atividade antitumoral in vivo
em modelo Sarcoma 180.

Fonte: llustracdo de Andréa Santos, 2017.
4.5.3 Formacao de grupos experimentais

Os animais foram separados em grupos de acordo com o tratamento realizado,
conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo dos grupos experimentais de acordo com o tratamento realizado
nos animais transplantados com Sarcoma 180.

Grupos ERAC (pg/mL) For[srr_lglg(;(ig /IrEnIT_')A‘C: Tratamento (pg/kg/dia)*
CTR - - Solugéo salina + 3-CD
5-FU - - 25000 de 5 - Fluorouracil
ERAC:B-CD 30 8 25 30**
ERAC:B-CD 100 26,6 83,3 100**
ERAC:B-CD 300 86 250 300**

*Todos o0s compostos foram diluidos em 0,2 mL de solucdo salina e injetados via
intraperitoneal;

**As doses foram determinadas com base na concentracdo de acido caurendico identificada no
extrato, Moreira et al., (2016).
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4.5.4 Avaliacdo dos parametros hematol4gicos

As amostras de sangue foram coletadas no nono dia por meio do plexo orbital
sob efeito anestésico. Foram utilizados capilares revestidos internamente com acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), evitando assim a coagulacdo da amostra até o
tubo coletor, preservando a integridade das mesmas. Os parametros hematologicos
avaliados foram: contagem de leucdcitos totais e a diferencial, tais como os eosinofilos
(%), linfécitos (%), neutrofilos (%) e mondcitos (%). A contagem diferencial dos
leucocitos foi realizada através de esfregaco sanguineo elaborado com as amostras
frescas, através de uma gota do sangue total pingada em lamina limpa de vidro, com
borda fosca e identificada. As laminas foram coradas com corantes panoticos, e

realizada a contagem diferencial em 100 células utilizando o microscopio de luz.

4.5.5 Avaliagdo soroldgica de Lactato desidrogenase (LDH)

Amostras de sangue obtidas do plexo orbital foram armazenadas em tubos
coletores ndo heparinizados e centrifugadas a 2000 g por 5 minutos para analise em
aparelho automatizado Bioplus 200 - adaptado de Yao et al. (2016b).

Apoés a coleta das amostras sanguineas, os camundongos foram eutanasiados
em camara de gas com fluxo continuo de CO; para a excisdo dos tumores, bem como
dos 6rgaos de interesse: figado, rins e baco. Estes foram devidamente pesados em

balanca de precisé@o e analisados macroscopicamente.

4.5.6 Avaliagdo macroscopica dos 6rgaos excisionados

Baco, figado e rins foram removidos e a sua massa relativa foi calculada pela
equacdo a seguir: MR = (massa do 6rgdo x 100) / massa do animal. Os érgaos
também foram avaliados quanto as suas caracteristicas macroscoépicas, de acordo
com as seguintes variaveis: variagdes na coloracdo, presenca de areas de necrose,
hemorragia, supuragéo e/ou fibrose, bem como consisténcia do tecido. Os dados
foram tabulados para andlise posterior. Os espécimes foram acondicionados em
frascos coletores, previamente identificados, contendo solugéo de formaldeido a 10%
para o processo de fixacdo e em seguida submetidos ao processo de rotina

histopatologica.
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4.5.7 Avaliacao histopatoldgica dos 6rgaos excisionados

As amostras de 6rgdos e dos tumores removidos foram armazenadas em
solucdo de formaldeido 10% tamponado. Decorridas 24 horas da fixacdo dos
espécimes, estes foram submetidos ao processamento histoldégico de rotina
laboratorial para obtencéo das seccdes histologicas e avaliadas em microscopia optica
das provaveis alteracdes teciduais (MASSON, 1956). A fim de possibilitar uma analise
comparativa semiquantitativa da intensidade das altera¢des histopatolégicas nos
diferentes 6rgado e grupos experimentais, estas, quando presentes, foram classificadas
em: leve (disturbio atinge menos de 10% do parénquima do 6rgao), moderada
(distarbio atinge entre 10 e 50% do parénquima do 6rgéo) e intensa (disturbio atinge
mais de 10% do parénquima do 6rgao).

4.5.8 Determinacgao do efeito da administracdo do ERAC:[3-CD sobre a massa

ponderal, volume e taxa de inibicdo do crescimento dos tumores.

A massa ponderal tumoral foi expressa como a massa aferida de cada tumor
por 100 g de massa corpérea dos camundongos. O volume tumoral foi determinado
pelo produto da altura, profundidade e largura dos tumores, multiplicado pelo fator de
correcdo 0,52 e expressa em mm?® (LEE et al.,, 2003). A taxa de inibicdo do

crescimento tumoral (%) foi calculada pela seguinte equacao:

Pl%=[(A-B)/A] x100
Na qual: Pl — Percentual de inibicdo da massa tumoral,
A — Média da massa do tumor do controle negativo;

B — Média da massa do tumor dos grupos tratados com ERAC:3-CD.

Os tumores excisionados foram acondicionados em frascos coletores,
previamente identificados, contendo solucao de formaldeido a 10% para o processo de

fixacdo e submetidos ao processo de rotina histopatolégica.

4.5.9 Avaliacao histopatolégica dos tumores excisionados

Seccdes histologicas coradas em HE foram utlizadas para analise das
caracteristicas histopatolégicas dos tumores excisionados dos diferentes grupos de
animais experimentais. As variaveis microscopicas avaliadas foram: grau de atipia

citologica, areas de necrose coagulativa e numero de figuras de mitose tipicas e
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atipicas (MASSON, 1956). Estas foram categorizadas em quatro escores de
intensidade crescente, conforme descrito na Tabela 4, para posterior andlise
semiguantitativa. Além disso, ainda foram avaliadas a presenca ou auséncia de

invasdo muscular e adipocitica, invasao perineural e formacéo de émbolos tumorais.

Tabela 4. Descricdo dos parametros histopatolégicos para andlise semi-quantificativa de
diferencas entre os tumores excisionados dos diferentes grupos experimentais.

Variaveis histopatologicas 0 1 2 3

Bem marcada Bem marcada

Bem marcada
em menos de em 10% e

Atipia (pleomorfismo e

hipercromatismo nuclear) Ausente 10% da 50% da erg mais c:e 5~0%
populacéo populagéo a EJ onr])grz(lgao
tumoral tumoral
Area de necrose Ausente Presente em Presente em P_resente em
menos de 10% 10% e 50%  mais de 50% da
da area da area area tumoral
tumoral tumoral
Numero de figuras 7 ou mais
mitoticas Ausente 1 a3 mitoses 4 a6 mitoses mitoses
(10 campos/400x)

Fonte: (MASSON et al., 1956).

4.5.10 Andlise imunohistoquimica da expressao de antigenos

Os cortes histolégicos com 5 um de espessura foram montados em laminas de
vidro silanizadas e submetidas a reacdo de imunohistoquimica por meio do método da
estreptoavidina-biotina indireta. Essas seccdes histolégicas foram desparafinizadas
em xilol e lavadas em concentracdes decrescentes de alcool etilico (100%, 95%, 90%,
80%, e 70%) e duas lavagens em agua destilada. A etapa seguinte consistiu na
recuperacao antigénica por meio da imersdo das seccdes em solucédo de citrato (10
mM; pH 6.0), aquecida por 20 minutos em micro-ondas, poténcia maxima.
Posteriormente, as seccdes histolégicas foram lavadas com tampédo fosfatob e
realizado o bloqueio da peroxidase enddégena (H-O-> — 3%) e subsequente incubacao
em tampédo fosfato-salina (PBS), 10 mM; pH 7,4. A marcacdo dos antigenos foi
realizada com o anticorpo primario diluido em tampdo PBS, contendo albumina
bovinal% por 3 horas, temperatura ambiente, de acordo com a Tabela 5. Apds
lavagem das seccdes histolégicas com tampdo PBS, foi realizada incuba¢do com o

anticorpo secundario biotinilado (Kit LSAB System - HRP, Dako), lavagem com tamp&o
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PBS e incubacdo com o complexo Estreptavidina conjugada com peroxidase (Kit
LSAB System - HRP, Dako). Procedeu-se com lavagem em tamp&ao Tris-Salina (TBS),
0,25 M, pH 7.4. A reacdo foi revelada com o uso de tetracloreto de 3'3’-
diaminobenzidina (DAB, Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA) e as seccdes
foram lavadas com tampdo TRIS, desidratadas, diafanizadas e contra coradas com
Hematoxilina de Meyer para montagem e posterior analise. A positividade para
imunomarcacgédo, no que se refere ao padrdo de cor, ocorre em tom acastanhado.
Dessa forma, a graduacao da expressao dos antigenos ocorreu de acordo com Escala
Germénica de Imunorreatividade (SULLU et al.,, 2010). A escala € baseada na
multiplicacdo do coeficiente de intensidade da expressdo do imunomarcador pelo
coeficiente de porcentagem de células positivas. De maneira que, o coeficiente de
intensidade da expressao do imunomarcador € graduado de 0-3, onde O representa a
auséncia de coloracéo, 1: fracamente corado, 2: moderadamente corado e 3 quando
fortemente corado. Para obter o coeficiente de porcentagem de células positivas,
observa-se a sequéncia do numero de células positivas (coradas) e negativas (nao
coradas) contadas em um espaco amostral de no minimo 500 células, com
estratificagdo de: coeficiente 0, se auséncia de coloragdo, coeficiente 1, se 1 - 10% de
positividade, coeficiente 2 se 11 - 50% de positividade, coeficiente 3 se 51 - 80% de
positividade e coeficiente 4 se 81 - 100% de positividade. O valor final da Escala
Germanica de Imunorreatividade (coeficiente de intensidade da expressdo do
imunomarcador X coeficiente de porcentagem de células positivas) varia de 0-12, de
modo que: 0 (negativa), 1 - 4 (fraca), 5 - 8 (moderada) e 9 - 12 (forte). A fim de
dinamizar as andlises dos casos, considerou-se dois grupos: grupo 1

(negativos/fracos) e grupo 2 (moderados/fortes).

Tabela 5. Relacdo de anticorpos utilizados nas andlises imuno-histoquimicas dos

tumores sarcoma 180.

Anticorpo primario Clone Fabricante Titulagéo

Anti-NF-kB p65 Policlonal, (H-286) Santa Cruz, SC-7151 1:50

Anti-NRF2 Policlonal (C-20) Santa Cruz, SC-722 1:50
Dako, Glostrup,

Anti-Ki67 Anti-camundongo, MIB-1 Denmark, M724029-2, 1:50
M724029-2

VEGF Policlonal (A 20) Santa Cruz, SC-152 1:50

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.6 Analise Estatistica

Para o teste de normalidade, foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk, enquanto
que, para andlise de homocedasticidade foram aplicados os testes de Bartlett (supde
que a variavel tem distribuicdo normal) e Levene (supde que os dados tém qualquer
distribuicdo continua). Dados com distribuicdo normal e com homocedasticidade foram
comparados entre si utilizando o teste ANOVA seguido da extensdo pos teste de
Tukey. Dados que ndo obedecessem a estes pressuposto (distribuicdo normal e/ou
homocedasticidade) seriam comparados pelo teste Kruskal-Wallis com extenséo pés
teste de Dunn. Diferencas entre as médias foram consideradas significativas quando
os valores de p foram menores que 0,05. As variaveis quantitativas foram expressas

sob a forma de média * erro padrao da média.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Modelagem molecular

Os resultados mostraram que os locais de interacdo entre as moléculas de
AC:B-CD (Figura 12 a e b) sdo representados por ligacdes de hidrogénio. De acordo
com a figura 12 c, a modelagem do ERAC apresenta menor valor absoluto de
afinidade (-6,4 kcal/mol). Uma melhor abordagem molecular do acoplamento do ERAC
na estrutura da p-ciclodextrina, esta representado no diagrama de interacdes
moleculares da na Figura 12 d, demonstrando os atomos de hidrogénio interagindo
entre si, com distancia de geometria 2,04 A do ERAC para a B-ciclodextrina.

a. C.

Figura 12. Representagdo da estrutura molecular da - ciclodextrina (a e b), a
modelagem molecular do AC na posicdo de menor valor absoluto de afinidade (kcal /
mol) (c) e o diagrama de interagbes moleculares entre AC:3-CD (d), em verde,
representacao do AC.

Fonte: Imagem obtida pelo Software Auto-dock vina 1.1.2.

A demonstracdo da modelagem molecular reflete o comportamento das
ligacdes de hidrogénio dos grupos OH presente no AC. Tais evidéncias denotam o
esclarecimento dos grupos funcionais CH; e CHs; presentes no AC que se mantém fora
da cavidade de B-CD, enquanto a outra por¢do da estrutura interage com a porcao

interna da molécula de B-CD. Os referidos achados corroboram os dados nas analises
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de Espectroscopia Vibracional de Absorcdo na Regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), quando na faixa de 1454 — 866 cm™ é evidente o
registro do sinal com bandas aparentes. Desse modo, a modelagem das moléculas
nas dez diferentes abordagens de acoplamento, demonstrou que apenas uma

estrutura de ERAC foi incorporada na estrutura de p-CD.

5.2 Anélise Térmica dos Complexos de Incluséo

A presenca de interagdes intermoleculares “hdspede-hospedeiro” € uma
caracteristica de conformacao estrutural das ciclodextrinas. Essa particularidade
possibilita que compostos (héspede) com moléculas de natureza hidrofobica sejam
adaptados no interior da cavidade apolar das CDs (hospedeiro) e formados complexos
de inclusdo (MARTIN DELL VALLE, 2004). Os possiveis complexos formados s&o
passiveis de andlise térmica pela técnica de Calorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC) e Termogravimetria/Termogravimetria derivada (TG/DTG), de modo que, a
partir da determinacdo de entalpias, temperatura de fusdo; sdo gerados termogramas
gue evidenciam a diminuicdo ou auséncia de pontos de fusdo dos compostos
analisados por DSC e a perda de massa seguida de decomposicdo de carbono em
diferentes faixas de temperatura por TG/DTG, indicando a formag¢do dos complexos
(TEJASHRI et al., 2013).

A figura 13 apresenta os eventos térmicos do ERAC, da 3-CD e dos complexos
MX e CE avaliados pelo DSC. As curvas revelaram eventos endotérmicos entre 107 —
158°C (Tpico= 132°C) para 0 ERAC, correspondendo a temperatura de fusdo dos
constituintes cauranos do extrato (FERRARI et al., 1971). Seguindo o0s eventos
térmicos demonstrados na figura 13, a B-CD apresentou dois eventos endotérmicos,
um em 104°C, caracteristico da perda de agua da molécula e outro em 339°C,
referente ao ponto de fusdo seguido de decomposicao térmica.

As misturas MX e CE apresentaram eventos endotérmicos na faixa de 91 —
136°C semelhantes ao da B-CD. Tais eventos térmicos correspondem a perda de
moléculas de agua e provavel adsorcdo do ERAC na superficie da B-CD. O evento
seguinte que ocorre a 331°C para MX e a 340°C para CE é atribuido a fusédo do
complexo.

Ao avaliar a possivel formacdo do complexo ERAC:B-CD, quando observado
os perfis térmicos, € notavel o deslocamento da temperatura de fuséo e a diminui¢ao
dos picos de fusdo dos complexos quando comparados com a B-CD, além da
marcante reducdo de entalpia no evento endotérmico, com representacao grafica

menos evidente para o complexo de inclusdo MX quando comparado ao CE, indicando
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melhor inclusdo do ERAC nas cavidades de ciclodextrina pelo método de malaxagem.
Similarmente a este evento, Leite et al., (2018) demonstraram reducédo da area do pico
de fusdo ao formar complexos de 6leo essencial de Vanillosmopsis arborea Baker
(candeeiro), rico em terpeno, com -CD.

Entres os eventos térmicos que geram mudancas em curvas de DCS, o
alargamento ou diminuicdo da intensidade desses picos esta relacionado a interacfes
intermoleculares, assim existem evidéncias de que o ERAC esteja interagindo com as
cavidades de CDs e formando os complexos de incluséo.
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Figura 13. Termograma de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) do Extrato rico
em acido ent-caurendico (ERAC), B-Ciclodextrina e dos compostos de inclusdo MX
(malaxagem) e CE (co-evaporacao) em atmosfera dindmica de Nitrogénio (50 mL.min

1) e razdo de aquecimento de 10°C.min.

As curvas de TG/DTG do ERAC, da B-CD e dos complexos MX e CE estédo
representadas na figura 14 e as porcentagens de perda de massa na tabela 6. Ao
avaliar os dados, pode-se observar perda de massa do ERAC entre 32 — 300°C,
compativeis com a degradacdo de cumarinas e compostos cauranos que estao
presentes no ERAC, confirmando os achados representados pelo DSC. A curva
termoanalitica da B-CD ocorre em trés etapas, na primeira, houve uma perda de
massa de 14,1 % (25 — 150°C), correspondendo a liberacdo de agua; na segunda,

uma perda pouco notavel de 0,4 % (150 — 300°C), caracteristica da transi¢cdo de fase

48



para o evento de decomposicao térmica (71,5 %, 300 — 400°C) que ocorre na terceira
etapa, seguida de carbonizacao (7,3 %, 400 — 600°C).

Os dados térmicos dos complexos MX e CE foram semelhantes ao da B-CD,
todavia as perdas de massas na faixa de 150 — 300°C tiveram um aumento para o MX
(5,6 %) e CE (3,6 %) quando comparadas a B-CD livre (0,4 %). Este achado sugere a
perda de massa do ERAC incluido na cavidade de ciclodextrina, visto que nessa faixa
de temperatura as moléculas de B-CD sdo estaveis e o ERAC precisa de uma
temperatura mais elevada para ser decomposto (KAYACI et al.,, 2013), j& que foi
incorporado as CDs.

€ ERAC
ERAC £ ~ ERAC

g

E MX

©

V CE

B-CD % V
MX :
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Temperatura (°C)

CE

Perda de massa (%)

700 200 300 400 500 600
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Figura 14. Termograma de Termogravimetria/Termogravimetria derivada (TG/DTG) do
Extrato rico em &cido ent-caurendico (ERAC), B-Ciclodextrina e dos compostos de
inclusdo MX (malaxagem) e CE (co-evaporacdo) em atmosfera dindmica de Nitrogénio

(50 mL.min?) e razéo de aquecimento de 10°C.min™.
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Tabela 6. Porcentagem de perda de massa obtido por
Termogravimetria/Termogravimetria derivada (TG/DTG) de amostras de Extrato rico
em acido ent-caurendico (ERAC), B-Ciclodextrina e dos compostos de inclusdo MX

(malaxagem) e CE (co-evaporacdao).

Temperaturade  Temperatura  Ami(%) Am2(%) Amsz(%) Ama (%)
Amostra  desidratacdo  de degradacdo 25-150 150-300 300 -400 400 - 600

25-150 (°C)  150-600 (°C)  (°C) (°C) (°C) (°C)
ERAC 43,0 287,8 14,4 76,9 2,0 1,0
B- CD 80,0 327,8 14,1 0,4 71,5 7,3
MX 51,6 325,8 9,4 5,6 62,0 6,3
CE 75,9 325,8 9,1 3,6 67,9 3,9

A mudanca da estabilidade térmica de hidrocarbonetos na presenca de -
Ciclodextrina também foi evidenciada em outros estudos que analisaram termicamente
complexos de inclusdo, reforcando a aplicabilidade das técnicas de DSC e TG/DTG
para demonstrar forma de inclusdo de elementos apolares em cavidades de
ciclodextrinas (PERIASAMY et al., 2014; SHRESTHA; HO; BHANDARI, 2017).

5.3 Andlise por FTIR dos Complexos de Incluséo

A escolha da técnica FTIR para analisar a formacao dos complexos de inclusdo
ERAC:B-CD, permite que as vibragdes que ocorrem nos atomos ligados aos grupos
funcionais das moléculas emitam um sinal especifico para cada banda no espectro de
absorcdo do infravermelho, possibilitando a interpretacdo da composicdo das
amostras em estudo (FERNANDES et al., 2009). Desse modo, as CDs ao se
complexarem com compostos, promovem uma interagdo intermolecular através de
ligacBes ndo covalentes, permitindo que a parte da molécula do composto incluida na
cavidade das ciclodextrinas gere um deslocamento caracteristico nas bandas de
absorcédo (PERIASAMY et al., 2014).

A Figura 15 mostra os espectros FTIR obtidos do ERAC, da B-CD e dos
complexos de inclusdo MX e CE. No espectro que corresponde ao ERAC, observam-
se duas bandas em 2918 cm? e 2856 cm™ caracteristicas dos estiramentos dos
carbonos priméarios e secundarios e outra em 1685 cm, referente ao estiramento do
grupo carboxila (-COOH). Na faixa de 1454 — 866 cm?, bandas aparentes sdo
caracteristicas da deformacéo angular de —CH, e —CHs; na cadeia da molécula do
composto de ERAC. O espectro da B-CD mostra uma banda larga em 3271 cm™

relacionada ao estiramento dos grupos hidroxilicos associados a molécula de B-CD. A
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banda que segue a 2917 cm? é representativa do estiramento de carbonos primarios
durante as vibra¢gdes ocorridas na regido de absorcao do infravermelho. A ocorréncia
de outras bandas na faixa de 1152 — 1019 cm™ sdo evidéncias da deformacéo do
grupo éter (C-O) em interagdo com as hidroxilas (-OH) presentes na estrutura
molecular durante as vibraces ocorridas na regido de absor¢cdo. JA o evento entre
938 — 700 cm™ marca as vibracdes ciclicas do anel piranosidico de glucose da B-CD
mediante a absor¢éo da radiacdo infravermelha.

No que se refere as bandas correspondentes aos complexos de incluséo,
evidenciou-se que os métodos MX e CE apresentaram espectros semelhantes ao da
B-CD, todavia as bandas nas faixas 1805 — 1507 cm™ e 1180 — 940 cm™ evidenciaram
intensidade alterada, refletindo bandas deslocadas e mais largas que a B-CD, o que
sugere uma conformacao estrutural das moléculas e adaptacdo do ERAC na cavidade
de B-CD. A referida interacdo entre hdspede-hospedeiro nas regides de absorcdo
citada é indicativo do estiramento de hidroxilas (O-H) e carbonos primérios (C-H) das
CDs, promovido pelas modificaces nas ligacdes de hidrogénio ap6s a formacao dos
complexos de inclusdo (KFOURY et al., 2014; CRUPI et al., 2011). Essas
modificagBes estruturais que possibilitam a saida de dgua da cavidade de B-CD e a
interagdo com o ERAC podem ser observadas em outros estudos com terpenos
(CORREA et al., 2005; SU et al., 2012; REN et al., 2014).
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Figura 15. Espectros Vibracionais de Absorcdo na Regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier do Extrato rico em &cido ent-caurendico (ERAC), B-

Ciclodextrina e dos compostos de inclusdo MX (malaxagem) e CE (co-evaporacao).
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5.4 Andlise da Eficiéncia de Incluséo

A capacidade de moléculas apolares como o0s terpenos interagirem com a
cavidade hidrofébica das CDs permite que sejam formados complexos de inclusédo
(MARQUES, 2010). Os valores avaliados neste estudo mostraram que o método MX
foi capaz de incluir 65,37% de ERAC em ciclodextrina e 13,64% pelo CE. O mesmo
achado de inclusdo de eficiéncia pela técnica de malaxagem superior a CE foi
observado por Murthy; Sowjanya (2011) ao incluirem carvedilol em ciclodextrinas. Ao
observar outros dados da literatura que analisaram a eficiéncia de inclusdo de
compostos terpenos em moléculas de ciclodextrina, pode-se demonstrar que o
resultado deste estudo foi superior aos ja relatados. Menezes et. al (2013) obtiveram
42,57% de eficiéncia de complexagdo do linalol em B-ciclodextrina. Abarca et. al
(2016) mostrou que 34,8% de composto de Oleo essencial pode ser incluido em -
ciclodextrina. As diferencas de valores referentes a eficiéncia de incluséo deste estudo
guando comparadas aos dados da literatura podem estar relacionadas ao tipo de
interagdo da estrutura quimica do ERAC com a ciclodextrina (LAWTRAKUL et al.,
2014), bem como a razdo molar do ERAC:3-CD que confere melhor eficiéncia de
inclusdo dos complexos, a partir da conformagdo molecular destas substancias,

dispondo o complexo ERAC:3-CD para futuras abordagens em aplicacdes clinicas.

5.5 Ensaio de viabilidade celular pelo teste MTT

O resultado do tratamento das células L929 com os compostos ERAC, B-CD,
MX e CE representado na Figura 16 mostrou que a viabilidade celular néo foi afetada,
preservando a integridade de mais de 70% de células submetidas ao meio
suplementado com estes compostos em concentracdes que variaram de 0 a 100
png/mL, sem diferenca significativa entre as amostras testadas (p>0.05).

Similarmente a estes achados, evidéncia anterior com testes de citotoxicidade
de diterpenos em fibroblastos ndo reportaram a ocorréncia de danos significativos a
tais células, quando foram combinados a moléculas de B-CD (CORREA et al., 2005).
Contrariando estes achados, Cavalcanti et al. (2006) demonstraram que 0 uso da
substancia isolada foi capaz de produzir danos ao DNA de células V79 (fibroblastos)
nas concentracdes de 2,5 — 60 pg/mL. Dessa forma, os resultados do presente estudo
mostraram que tanto o ERAC isolado quando incorporado a molécula de B-CD néo
demonstrou niveis significativos de citotoxicidade em células de fibroblastos,

enfatizando a sinergia com outras moléculas presente no ERAC.
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Figura 16. Efeito do tratamento com ERAC, B-CD e complexos de inclusdo ERAC:-
CD elaborados pelo método de malaxagem (MX) e co-evaporagéo (CE) na viabilidade
celular de células L929. Os dados estédo representados como média + erro padrao.
p>0.05. F= 0.6399. ANOVA seguida pelo pos teste de Tukey.

5.6 Parametros hematolégicos

A andlise hematoldgica dos grupos experimentais revelou leucopenia com
linfocitose nos animais tratados com o quimioterapico 5-FU, presenca de neutrofilos
téxicos com nucleo em forma de anel nos grupos CTR e naqueles tratados com os
complexos de inclusdo ERAC:[3-CD. Ainda pode ser observado neutrofilia nos animais
que receberam as dose de 30 pg/kg e 100 pg/kg. O grupo tratado com a dose de 300
png/kg ERAC:B-CD apresentou diferenca significativa entre o grupo controle que néao foi
tratado com a formulacéo (tabela 7).

Todos os grupos gue receberam a formulagdo contendo ERAC mostraram um
perfil hematologico diferente daquele tratado com 5-FU. Enquanto este exibiu um
guadro representativo de amostras tratadas com quimioterapico padrao, refletido pela
diminuicdo de células sanguineas, aqueles tratados com ERAC:3-CD exibiram células
jovens, que séo liberadas pela medula éssea na fase incompleta da maturagéo, a fim

de compensar o estado carencial de defesa do organismo (WALKER, 2009).
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Tabela 7. Dados hematologicos dos grupos experimentais de animais transplantados

com Sarcoma 180.

Le_IIJ_CéC.itOS Contagem diferencial de Leucécitos (%)
otais
Tratamento Neutrofil Neutrofil

(x103/mm?) eutrotiios SULTOTIOS — \1onécitos Linfécitos

segmentados Bastonetes

CTR 3,1+£05 24,4 +£5,9 1,0+£0,8 52+31 69,4 6,1
5-FU 0,4 £ 0,3*** 1,5+ 1,4%* 0,0x0,0 0,0£0,0** 20,5=% 14,1**
ERAC:B-CD30 3,5+0,6% 58,2 + 2,7*# 1,5+0,7 3811 37,2 £ 40***
ERAC:B-CD100 3,0+0,7% 51 + 4,7%%# 0,3+0,8 2,3+0,5* 46,3+54*
ERAC:B-CD300 3,3+0,5% 34,3 £ 5,7 1,2+16 1,2+0,5" 56,5+ 14,2%
Valores de 19-70 10-23 0-3 0-5 55-90
Referéncia’ 25+14 13,7+4,5 ) 0,7+0,1 85+ 4,5

Valores expressos como Média + erro padrdo da média. Diferengas estatisticas estdo representadas com **(p<0.01) e
***(p<0.001), em comparacao ao grupo (CTR), e #(p<0.001) comparado ao grupo 5-FU. ANOVA seguida pelo pés teste de Tukey.

*SANTOS et al. (2016).

5.7 Parametro soroldgico

A lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima intracelular e indicativa de dano
tissular agudo ou crbénico quando apresenta niveis elevados mediante analise
bioquimica. E um marcador de acompanhamento de lesdes hepéticas, renais,
tumores, visto que o dano celular implica na elevacdo da atividade enzimética na
circulacdo periférica (NESTOR, 2004).

Os valores sorolégicos da enzima lactato desidrogenase (LDH) nos grupos
tratados com 5-FU e as formula¢cdes ERAC: B-CD estdo representados na figura 17. A
elevagcdo dos niveis de LDH pode ser observado nos grupos controles, todavia os
animais que receberam tratamento com 0 quimioterapico padrdo apresentaram
diferenca significativa em relacdo aquele que ndo recebeu tratamento com alguma
substancia teste. Ao avaliar os niveis de LDH dos grupos que receberam terapéutica
com os complexos de inclusdo, percebeu-se que estes valores se mantiveram dentro
da normalidade com diferencas significativas comparada com o grupo controle 5-FU.
Achado semelhante pode ser observado no estudo de Yao et al.,, (2016) quando
relatou o aumento dos niveis de LDH de camundongos tratados com doxorrubicina,
agente antineoplasico, e a diminuicdo desses niveis quando tratados com o composto
epigalocatequina-3-galato, uma catequina encontrada na Camellia sinensis (cha
verde).

Alguns autores afirmam que esta condicao esteja relacionada ao aumento de

espécies reativas de oxigénio que promovem estresse oxidativo do meio celular por
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desregulacao da via 6xido nitrico, resultando no estado patogénico (WEINSTEIN et al.,
2000; DEAVALL et al., 2012).
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Figura 17. Valores representativos da atividade da enzima lactato desidrogenase
(LDH) em animais com tumor sarcoma 180 tratados com 5-FU e composto ERAC:[3-
CD. Dados representados em média + erro padrdo da média. Segundo pés teste de
Tukey, letras iguais indicam que nédo existe diferenga significativa, letras diferentes,
diferenca significativa (p<0.001), F=43.94. ANOVA seguida de pés teste de Tukey.

5.8 Parametros histopatolégicos dos 6rgéos

A avaliacdo dos parametros histolégicos dos 6rgdos de camundongos com
tumor submetidos ao tratamento com 5FU e formulagdo com ERAC:3-CD apresentou
pequenas alteracbes quando comparada ao grupo controle (CTR). Os figados dos
grupos CTR (Figura 18 A) e daqueles tratados com ERAC:3-CD apresentaram
distarbios leves com evidéncias de congestao da veia porta e da centrolobular (Figura
18 C, D, E). J& o grupo 5FU que recebeu quimioterapico padréo, apresentou disturbios
intensos, esteatose, tumefacdo turva celular; quadro caracteristico de sobrecarga
hepatica no processo de metabolizacdo quimica, além de congestdo da veia porta e
da centrolobular.

Na analise dos rins dos grupos controles (CTR — Figura 19A e 5FU — Figura
19B) foram observados disturbios intensos compativeis com &reas de tumefagéao turva,
hemorragia glomerular e tubular, cilindro hialino. Diferente do observado nos grupos
tratados com o composto ERAC:3-CD (Figura 19 C, D, E) que mostraram glomérulos
preservados e distirbios leves marcados por hemorragia tubular.

Os respectivos achados relacionados aos 6rgédos de metabolizacdo e excrecao,

sdo compativeis com o trabalho de Debnath et al. (2017), que ao avaliar os efeitos
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antitumorais do aminoacido Poli-L-Lisina em modelo sarcoma 180, observaram
alteracGes similares nos referidos oOrgdos. Tais modificacBes arquiteturais ha
histopatologia desses 6rgdos sdo tidas como sinais reversiveis, passiveis de
regeneracdo quando a estrutura tecidual se mantém preservada (KUMAR et al., 2005).

No que se refere ao 6rgdo responsavel pelo acompanhamento das células
viaveis do sangue, os bacos dos grupos CTR (Figura 20A) e dos tratados com
ERAC:B3-CD (Figura 20 C, D, E) mostraram-se preservados. Quanto as estruturas
esplénicas, a polpa vermelha apresentou capsulas e trabéculas integras; e a polpa
branca, foliculos linfoides, centro germinativo e arteriola folicular sem alteracbes
visiveis. Ja os 6rgaos esplénicos do grupo 5FU (Figura 20B), foi notavel a diminuicéo
do tamanho e a presenca de pigmentos férricos de hemossiderina circundando as
areas de sinusodides vasculares e trabéculas. Tais evidéncias fazem referéncia as
condicbes de disturbios pigmentares envolvidos no metabolismo da hemoglobina.
Diante de imunossupressao e depressdo medular promovida pelo farmaco 5FU
(DOGRA et al., 2004), o baco é condicionado a captacdo do grupo heme (composto da
hemoglobina) que se unem as moléculas de ferro no interior dos macréfagos, levando
a maior producdo de pigmentos férricos de hemossiderina que resulta no acumulo
deste pigmento nas células esplénicas (GARTNER; HIATT, 2007).
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Figura 18. Analise histopatolégica dos figados de camundongos transplantados com
Sarcoma 180 corados em Hematoxilina/Eosina (HE). A. Controle negativo — CTR,
evidenciando congestdo da veia centrolobular (CVCL); B. Controle positivo — 5FU
(25mg/kg/dia), setas destacam esteatose; C. ERAC:B-CD 30 ug/kg/dia, congestao da
veia centrolobular (CVCL); D. ERAC:B-CD 100 pug/kg/dia, congestdo da veia
centrolobular (CVCL); E. ERAC:B-CD 300 ug/kg/dia, congestédo da veia centrolobular
(CVCL). Barras horizontais de escala nas figuras: 250 ym e 50 um.
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Figura 19. Andlise histopatologica dos rins de camundongos transplantados com

Sarcoma 180 corados em Hematoxilina/Eosina (HE). A. Controle negativo — CTR,

evidenciando hemorragia glomerular (HG) e tubular (HT), setas indicam tumefacdo

B. Controle positivo — 5FU (25mg/kg/dia), destaque para hemorragia tubular
(HT) e cilindro hialino (CH); C. ERAC:3-CD 30 pg/kg/dia; D. ERAC:3-CD 100 pg/kg/dia;

E. ERAC:B-CD 300 pg/kg/dia apresentam hemorragia tubular (HT). Barras horizontais

turva,

de escala nas figuras: 250 um e 50 ym.
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Figura 20. Andlise histopatolégica dos bacos de camundongos transplantados com

»,
2

Sarcoma 180 corados em Hematoxilina/Eosina (HE). A. Controle negativo — CTR; B.
Controle positivo — 5FU (25mg/kg/dia), destaque para deposicédo de pigmentos férrico
(setas); C. ERAC:B-CD 30 ug/kg/dia; D. ERAC:3-CD 100 pg/kg/dia; E. ERAC:B-CD
300 pg/kg/dia destacam a polpa branca (PB) e polpa vermelha (PV). Barras horizontais

de escala nas figuras: 250 ym e 50 um.
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5.9 Efeito da administragcao do ERAC:B-CD sobre a massa ponderal, volume

e taxa de inibicdo do crescimento dos tumores

O grupo tratado com a formulacdo contendo ERAC:B-CD300 apresentou
reducdo significativa da massa tumoral comparado ao grupo controle CTR e
comportamento semelhante ao grupo 5-FU (Figura 21a). Ao avaliar o volume tumoral
(Figura 21b) e a inibicdo do crescimento tumoral (Figura 21c), percebeu-se que os
animais dos grupos tratados com 5-FU e o composto ERAC:3-CD300 apresentaram
diferenca significativa quanto a inibicdo da atividade celular de crescimento dos
tumores comparados ao grupo CTR, revelando a eficacia do tratamento com ERAC:B-
CD300 em modelo experimental Sarcoma 180. Trabalhos anteriores reportaram a
eficiéncia de compostos naturais na redugéo tumoral em animais quando avaliaram o
efeito do aminoacido poli-L-lisina na supressédo da angiogénese tumoral e indugcédo da
apoptose em camundongos portadores de tumor de Ehrlich e sarcoma 180 e
perceberam a diminuicdo de microvasos sanguineos no evento da angiogénese
tumoral e crescimento do tumor (DEBNATH et al., 2017); ao analisar a atividade do
extrato aquoso de Remirea maritima Aubl. com constituintes quimicos da classe dos
alcaloides, cumarinas, triterpendides em tumores Sarcoma 180 de camundongos e

observaram redugao nas taxas de inibicdo tumoral (DORIA et al., 2016).
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Figura 21. Efeito das formulagfes contendo ERAC:B-CD na massa tumoral (a), no
volume tumoral (b) e na taxa de inibicdo do crescimento tumoral (c) em tumores
Sarcoma 180 de camundongos. Como controle positivo foi utilizado o quimioterapico
5-FU e como controle negativo, salina + p-CD. Dados expressos em média + erro
padrdo da média. De acordo com pés teste de Tukey, letras iguais indicam que ndo
existe diferencga significativa, letras diferentes. (p<0.05). (a) F= 11.29, (b) F= 6.308, (c)
F=11.57 ANOVA seguida de p0s teste de Tukey.

5.10 Parametros histopatoldgicos dos tumores

Os animais que nado receberam tratamento com algum principio teste (CTR) —
Figura 22A apresentaram tumores com caracteristicas de neoplasia maligna na
andlise histopatoldgica. Os cortes histol6gicos mostravam atipia celular, marcada por
células com tamanho e formas variadas, células binucleadas, refletindo o perfil de
proliferacdo celular descontrolada com perda de diferenciacdo. Era evidente as
intensas figuras de mitose tipicas e atipicas, invasdo muscular e areas de necrose
coagulativa denotando o padrdo de malignidade tumoral. Diferentemente os grupos
gue receberam o tratamento com 5FU (Figura 22B) e o composto ERAC:3-CD (Figura

22C, D, E) apresentaram extensas areas de necrose de coagulacdo, raras figuras de
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mitose, evidenciando o padrdo de morte celular. Ainda pode ser observado
macrofagos com corpos apoptoticos no grupo que recebeu a maior dose do composto
ERAC:B-CD300. Tais achados reforgam a sugestiva acao antineoplasica das referidas
substancias que mediante a injuria tecidual sdo acionados mecanismos de reparo para
morte celular (apoptose/necrose), pela ativacdo de receptores de morte e danos ao
DNA da célula alterada. Este estimulo culmina em eventos como lesdo da membrana
plasmatica (necrose) e/ou preservacdo da membrana com a possibilidade de se
observar formacgéo de vesiculas — corpos apoptoticos (apoptose) (BRINK et al., 2006).

{<.
s? e

Figura 22. Andlise histopatol()gica dos tumores Sarcoma 180 corados em
Hematoxilina/Eosina (HE) de camundongos. A. Controle negativo — CTR, em destaque
figuras de mitose (circulos), célula binucleada (seta vermelha), invasdo muscular (IM);
B. Controle positivo — 5FU (25mg/kg/dia), necrose coagulativa (NC); C. ERAC:B-CD 30
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ug/kg/dia, D. ERAC:3-CD 100 pg/kg/dia, necrose coagulativa (NC); E. ERAC:B-CD
300 pg/kg/dia, macrofago (MA). Barras horizontais de escala nas figuras: 250 ym e 50

um.

5.11 Expressado imuno-histoquimica de antigenos nos tumores

A analise imuno-histoquimica dos antigenos expressos em cortes histolégicos
de tumores de animais em modelo experimental Sarcoma 180 demonstrou um padrao
citoplasmético (NFkB), nuclear (NRF2 e Ki67). As amostras de tumores avaliadas por
VEGF néo apresentaram padrao de marcacéo relevante.

Os grupos controles (CTR — Figura 23A e 5FU — Figura 23B) apresentaram
marcacao citoplasméatica de NFkB moderada quando comparada aos grupos tratados
com a formulacdo ERAC:B-CD (Figura 23C, D, E) nas trés diferentes doses. Embora
fosse esperado que o grupo 5FU mostra-se um perfil diferenciado na expressdo desse
antigeno comparado ao grupo CTR, tal fato pode estar relacionado a
quimiorresisténcia da droga pela via NFkB (YAO et al., 2007). E sabido que o
microambiente tumoral pode contribuir para que a droga néo tenha a acdo esperada,
em virtude de as células tumorais se adaptarem ao tratamento e inativar vias de morte
celular ou ativar vias de sobrevivéncia (DEBATIN; KRAMMER, 2004). Ademais, ja foi
demonstrado que o 5FU levou células tumorais mamarias a quimiorresisténcia pela
ativagdo da via NFkB, principal funcdo para sobrevivéncia e proliferacdo celular
(VINOD et al., 2013).

Uma acgdo inversa a do NFkB foi o achado da expressdo do NRF2 sobre os
tumores. Enquanto este apresentou uma marcagdo moderada nos grupos tratados
com ERAC:B-CD (Figura 24C, D, E), aquele demonstrou marcacdo leve nos grupos
controles (Figura 24A, B). O que justifica a modulagéo negativa da via de sinalizagéo
NRF2 frente a via NFKB (PARK et al., 2012), resultando em um dado favoravel do
composto ERAC:3-CD. Uma vez que a regulagdo da via NRF2 comporta-se como
mecanismo de defesa enddgena, a partir da promo¢do de uma resposta anti-
inflamatoéria e reducdo do estresse oxidativo, colaborando para a supressao tumoral
(RUIZ et al., 2013; SATOH et al., 2013).

O beneficio dos constituintes antioxidantes presente no ERAC como
cumarinas, terpenos é fator chave para a resposta antineoplasica observada nesse
trabalho, sendo tais compostos quimicos capazes de prevenir ou retardar danos
oxidativos colaborar na efetividade da via de sinalizagdo NRF2. Similarmente a este
dado, Matzinger et al. (2018) observaram que produtos naturais foram capazes de

ativar a sinalizacdo de NRF2, Wei et al (2016) perceberam que a curcumina regulou
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negativamente o NFkB e elevou NRF2, reduzindo edema cerebral de ratos. Além de a
suplementacdo com vitamina C reduzir a ativagdo de NFkB, a atividade de
mieloperoxidase e peroxidagéo lipidica em ratos tratados com 5FU (AL-ASMARI et al.,
2015). Desse modo, o composto ERAC:B-CD destaca-se como um promissor
composto adjunto na terapia do céncer, no que se refere a diminuicdo da

quimiorresisténcia e toxicidade de medicamentos habituais.

Figura 23. Analise imuno-histoguimica do antigeno NFkB em tumores Sarcoma 180 de
camundongos. A. Controle negativo — CTR; B. Controle positivo — 5FU (25mg/kg/dia);
C. ERAC:B-CD 30 ug/kg/dia; D. ERAC:B-CD 100 pg/kg/dia; E. ERAC:B-CD 300
Hg/kg/dia. Barras horizontais de escala nas figuras: 250 yum e 50 um.
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Figura 24. Expressdo imuno-histoquimica de NRF2 em tumores Sarcoma 180 de
camundongos. A. Controle negativo — CTR; B. Controle positivo — 5FU (25mg/kg/dia);
C. ERAC:B-CD 30 pug/kg/dia; D. ERAC:B-CD 100 pg/kg/dia; E. ERAC:3-CD 300
pg/kg/dia. Barras horizontais de escala nas figuras: 50 pm.

No que se refere ao padrdo de proliferacdo das células tumorais, as figuras 25
e 26 retratam o comportamento dos grupos tratados com 5FU e formulacBes com
ERAC:B-CD. E possivel perceber a reducdo na expressdo de células tumorais Ki67
positvas dos grupos que receberam tratamento com o quimioterapico e as ERAC:3-CD
em relagdo aqueles que ndo foram tratados (CTR). A reducédo da taxa de proliferacdo
celular estd relacionada a inibi¢cdo do processo de sintese de proteinas, transcricdo do
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DNA pelos potenciais compostos antineoplasicos, impedindo que a célula progrida no
ciclo celular e assim seja eliminada pelo mecanismo de apoptose (LI et al., 2015).

O anticorpo monoclonal Ki67 €& capaz de identificar o antigeno nuclear
expresso nas fases do ciclo celular (G1, S, G2, M), exceto no inicio da fase de G1 e na
GO (GERDES et al., 1984). Assim, a célula ao receber sinais de morte celular ndo
avanca no ciclo para formacéo de novas células, e o perfil proliferativo ndo é marcado
por Ki67, revelando evidéncias antitumorais para 0os compostos testes.

Bezerra et al. (2006) pode perceber a acdo antitumoral com reducdo da
proliferacdo de células tumorais ao investigar o efeito de duas amidas oriundas da
planta Piper ssp (pimenteira) em camundongos fémea transplantadas com Sarcoma
180. De igual modo, Sousa et al. (2007) observaram a diminuicdo da taxa de
proliferacdo tumoral de camundongos tratados com dois alginatos extraidos de alga

Sargassum vulgare.
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Figura 25. Efeito do 5-Fluorouracil (5FU) e das formulac6es contendo ERAC:3-CD na
proliferacdo celular de tumores Sarcoma 180 em camundongos. Dados expressos em
média + erro padrdo da média, diferenca significativa **(p<0.01), *(p<0.05) comparado
ao grupo controle (CTR). F= 5.455. ANOVA seguida de pds teste de Tukey.
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Figura 26. Expressdo imuno-histoquimica forte e difusa do marcador de proliferacéo
celular Ki67 em tumores Sarcoma 180 de camundongos. A. Controle negativo — CTR;
B. Controle positivo — 5FU (25mg/kg/dia); C. ERAC:B-CD 30 ug/kg/dia; D. ERAC:B-CD
100 pg/kg/dia; E. ERAC:B-CD 300 pg/kg/dia. Barras horizontais de escala nas figuras:
50 pm.

Torna-se necessério refor¢car que, a utilizacdo do composto ERAC:B3-CD
apresenta constituintes quimicos de natureza antioxidante capazes de fornecer
beneficios nutricionais e/ou adjuvantes na terapia anticancer. Tendo em vista a
possibilidade de modular vias moleculares que induzem a oxidacdo de moléculas e
estado inflamatério, constituindo-se dessa forma, um recurso promissor para
manutencdo da homeostase celular e evitando a agéo toxica e quimiorresistente de

alguns farmacos como o 5-Fluorouracil.
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6 CONCLUSOES

= As diferencas fisico-quimicas dos complexos de inclusdo ERAC:-CD indicam
gue a técnica de Malaxagem (MX) foi a melhor;

= A andlise térmica por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e
Termogravimetria/Termogravimetria derivada (TG/DTG) revelou melhor
interacdo ERAC:B-CD para o método MX;

= A andlise por Espectroscopia Vibracional de Absorcdo na Regido do
Infravermelho — FTIR dos complexos ERAC:3-CD mostrou mudangas em
bandas caracteristicas, reforcando a proposicdo de complexacao
energeticamente favoravel das moléculas no estudo de modelagem molecular
na razdo molar 1:1;

= A andlise da eficiéncia de inclusdo mostrou maior relacdo da quantidade de
ERAC:B-CD pelo método de MX;

» A analise citotoxica dos compostos ERAC, B-CD, MX e CE frente as células
L929 mostrou viabilidade celular para mais de 70% das células, indicando que
0 composto isolado, bem como incorporado a molécula de p-CD foi capaz de
preservar significativamente a integridade de células de fibroblastos;

= O parametro hematolégico para maior dose (ERAC:B-CD300) foi o que
apresentou melhor resultado e os niveis de LDH dos grupos tratados com
ERAC:3-CD mantiveram-se normais, significando que o tratamento ndo foi
capaz de produzir danos tissulares significativos;

» A acgdo do composto ERAC:B-CD sobre os orgéos revelou disturbios leves,
diferente do grupo controle 5FU;

= A dose de ERAC:B-CD300 foi a mais eficiente na redu¢édo da massa tumoral;

* A analise imuno-histoquimica dos antigenos em células de tumores Sarcoma
180 mostrou que o composto ERAC:B3-CD foi capaz de regular a via de
sinalizacdo NRF2 positivamente através de resposta antioxidante na supressao
tumoral, além da reducdo da taxa de proliferacdo tumoral demonstrada pelo
Ki67.
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APENDICE A - Obtenc&o do material vegetal e Extrato de
Mikania glomerata Sprengel Rico em Acido ent-caurendico
(ERAC)

As folhas secas da Mikania glomerata foram adquiridas do fornecedor
“Nutriervas” (localizado em Sao Paulo, na Rua do Bucolismo n° 144 — Bréas, CEP:
03008-040), lote GUAQ7-07. O preparo do ERAC foi realizado no laboratério da
Universidade de Franca, Sdo Paulo, a partir de método padronizado (MOREIRA et al.,
2016), sob supervisdo do professor Doutor Rodrigo Cassio Sola Veneziani. Assim, o
material vegetal foi pulverizado em moinho de facas e tamisado em telas Mesh 10
para padronizacdo do tamanho das particulas. A Figura 9 representa o esquema do
processo de extracdo do ERAC a partir do material vegetal obtido a 10 Mesh.
Inicialmente, 1000 g de M. glomerata seca e pulverizada foram adicionadas a 3500 mL
de diclorometano e submetidos ao ultrassom durante trés ciclos de 15 minutos. Em
seguida, o material foi filtrado e concentrado em rotaevaporador, gerando o extrato
bruto em diclorometano de M. glomerata (EBDM). O EBDM foi solubilizado em 300 mL
de Metanol/ H.O 9:1(v/v) e filtrado em papel de filtro.

A fracdo hidroalcoolica originada deste procedimento foi submetida a particdo
em hexano (300 mL) por quatro vezes com auxilio de funil de separagdo e
concentrada em rotaevaporador, obtendo-se a Fragdo Hexéanica de Mikania (FHM). A
FHM foi submetida a cromatografia liquida a vacuo (CLV) utilizando uma mistura 1:1
de silica gel 60 e silica gel 60H como fase estacionaria. Inicialmente, a coluna foi
eluida com 2000 mL de hexano. Sucessivamente, o produto dessa etapa foi eluido em
1500 mL da mistura de hexano com acetato de etila (8:2) e concentrado
rotaevaporador, obtendo-se o ERAC com teor correspondente a 48,94% de AC nos

extratos de Mikania glomerata Sprengel rico em AC.
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Descarte de residuo
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Representacdo esquematica das etapas do preparo do Extrato de Mikania glomerata
Sprengel rico em acido ent-caurendico (ERAC). 1. Folhas de M. glomerata em banho
ultrassonico. 2. Filtracdo do material contendo folhas e solvente. 3. Concentracdo da
substancia em rotaevaporador. 4. Processo de filtragdo. 5. Particdo liquido-liquido da
fracdo hidroalcéolica. 6. Procedimento de cromatografia liquida a vacuo (CLV) da
frac@o hexanica. 7. Concentragdo da substancia em rotaevaporador. 8. Produto obtido
do processo de extracdo fracionada.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Ent-cauremoic acid is a diterpene that stands out for having antinecplastic and
antiproliferative activities against cells of different types of tumors. However, diterpenes.
have low solubility in agueous solvents, being necessary the search of technological
strategies for the administration of the same. The aim of this research was fo produce
complexes of inclusion of extract rich in ent-caurencic acid (ERAC) cbiained from the
leaves of Mikania glomerata Sprengel with B-cydodexdtrin (CD). Molecular docking of
the studied structures was performed in order to determine the mode of incdusion as
well as the molar ratio to be established. The ERAC: B-CD inclusion complexes were
developed by the technigues of kneading (KD) and co-evaporation (CE) and analyzed
by Vibrational Absorption Speciroscopy Infrared Region with Fourier Transform (FTIR]),
Differential Scanning Calorimetry (DSC), Thermogravimetry/Thermogravimetny
(TG/DTG) and inclusion efficiency. FTIR specdira of the ERAC: B-CD complexes
showed changes in characteristic bands reinforcing the propesition of energetically
favorable hydrogen bonding between the B-CD and ERAC molecules in the 1: 1 molar
ratio molecular docking study. Themal analysis through the DSC curves, the KD
method presented a more significant endothermic profile (331 °C) than CE (340 *C)
and gradual mass loss of 5.6% for KD and 3.6% for CE. ERAC inclusion efficiency im B-
CD by KD was 65.37% and 13.64% by CE.
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O protocolo do projeto, “Avaliagiio da atividade antitumoral do acido ent-
caurendico obtido a partir de Mikania glomerata Sprengel em modelo in vitro ¢ in
vive”, processo n° 030815RR, foi submetido 4 avaliacio na CEUA-UNIT, pelo
pesquisador Ricarde Luiz Cavalcanti de Albuguerque Jémior, onde recebeu o
parecer de Aprovado dos membros dessa comissio, na reunifio realizada no dia 10 de
dezembro de 2015.
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