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RESUMO
CARDOSO, Sarah Caixéta. Estudo quimico biomonitorado de extrato hexanico do caule
de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. para identificacdo de compostos com efeito
citotdxico em linhagem de adenocarcinoma de préstata humano. Tese de Doutorado em
Ciéncias Farmacéuticas — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia,
2018.

O cancer de préstata € um problema de salde publica em todo o mundo. As alternativas
terapéuticas ainda séo limitadas. A biodiversidade brasileira representa uma importante fonte
de potencial descoberta de novos farmacos derivados de plantas. O objetivo desse estudo foi
realizar um estudo quimico biomonitorado de extratos vegetais de Pouteria ramiflora, devido
ao seu potencial citotoxico em linhagens celulares de cancer da prdstata humano sensiveis a
andrdgenos (LNCaP), demonstrado em estudo anterior. O extrato bruto de caule de P.
ramiflora foi fracionado e a citotoxicidade das fracOes foi avaliada por MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio). A expressdo de AR e mTOR total e fosforilado
foi realizada por meio de western blot, para avaliacdo de vias relacionadas a carcinogénese. A
fracdo hexano:acetato de etila foi submetida a cromatografia em coluna, sendo obtidos 46
grupos de fracOes agrupadas de acordo com o perfil em cromatografia em camada delgada. Os
grupos de fragdes foram testados (MTT). Dois dos grupos que apresentaram atividade
citotoxica foram submetidos ao estudo quimico. Entre as 5 fracGes oriundas de extrato
hexanico do caule de P. ramiflora, a fracdo hexano:acetato de etila foi a que apresentou maior
rendimento e melhor resposta citotoxica. Com a separacdo desta fracdo foram obtidos 46
grupos de fragdes sendo que os grupos 4 e 8 foram selecionados para purificacdo. PROL,
oriundo do grupo 4, continha fB-amirina, acetato de f-amirina, lupeol, acetato de lupeol e
friedelina. Desses, acetato de p-amirina foi isolado. A andlise da expressdo de proteinas
mostrou que o grupo 4 € ativo devido a diminuicdo de expressdo do AR e mTOR. O grupo 8
foi purificado e o composto epifriedelanol foi isolado, no entanto, ndo mostrou atividade
citotoxica. O estudo biomonitorado de Pouteria ramiflora levou & identificacdo e isolamento
de compostos com potencial citotoxico para linhagem de células de adenocarcinoma de
préstata humano.

Palavras-chave: Cancer de prostata, citotoxicidade, extratos de plantas, Pouteria ramiflora.



ABSTRACT
CARDOSO, Sarah Caixéta. Biomonitoring chemical study of hexane extract of the stem of
Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. for identification of compounds with cytotoxic effect
in human prostate adenocarcinoma. Tese de Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas —

Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2018.

Prostate cancer is a public health problem worldwide. Therapeutic alternatives are still
limited. The Brazilian biodiversity represents an importante source for discovery of new drugs
derived from plants. We aimed to conduct a biomonitoring chemical study of plant extracts
from Pouteria ramiflora, previously shown to be cytotoxic in androgen-sensitive human
prostate cancer cell lines (LNCaP). The raw stem extract of P. ramiflora was fractionated and
the cytotoxicity of the fractions were evaluated by MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
diphenyltetrazolium bromide). The expression of total and phosphorylated mTOR and AR
was assessed by western blot, for evaluation of pathways related to carcinogenesis. The
hexane:ethyl acetate fraction was fractionated by column chromatography, result in 46
groups, according to the thin layer chromatography profile. These groups were evaluated by
MTT. Two groups that showed cytotoxic activity were submitted to the chemical study.
Among 5 fractions from the hexane extract of the stem of Pouteria ramiflora, the
hexane:ethyl acetate fraction presented higher yield and better cytotoxic response. This
fraction was separated into 46 groups, and the fractions 4 and 8 were selected for purification.
PRO1, from group "4", was composed of B-amirin, B-amyrin acetate, lupeol, lupeol acetate
and friedelin, and B-amirin acetate was isolated. Protein expression analysis showed that
group 4 is active due to decreased expression of the AR and mTOR. Group "8" was purified
and the epifriedelanol compound was isolated, but, it did not demonstrate cytotoxic activity.
The biomonitoring study of Pouteria ramiflora led to the identification of compounds with
cytotoxic potential in human prostate adenocarcinoma cell line.

Keywords: Prostate Cancer, citotoxicity, plant extracts, Pouteria ramiflora.



LISTA DE FIGURAS
Figura 1 — Mecanismos moleculares envolvidos no desencadeamento, progressdo e
resisténcia a terapéutica do cancer de prostata.
Figura 2 — Arvore e frutos de Pouteria ramiflora (Mart.)Raldk.
Figura 3 — Representacdo esquematica das etapas e métodos empregados no estudo quimico
biomonitorado de extrato hexanico de caule de Pouteria ramiflora.
Figura 4 - Curvas dose-resposta das fracdes oriundas do extrato hexanico de Pouteria
ramiflora em linhagem celular de adenocarcinoma de prostata humano (LNCaP).
Figura 5 — Grupos de fracdes 4 e 8, obtidos por cromatografia em coluna da fragdo hex-
AcOEt do extrato hexanico de caule de Pouteria ramiflora.
Figura 6 - Espectro de RMN de **C da fragdo insolvel em metanol do grupo 4, PRO1 (150
MHz, CDCls)
Figura 7 - Espectro de RMN de **C da fragdo insolGvel em metanol do grupo 4, PRO1 (150
MHz, CDCl3). Ampliag&o da regido 12-34 ppm.
Figura 8 - Espectro de RMN de **C da fracéo insoltvel em metanol do grupo 4, PRO1 (150
MHz, CDCl3). Ampliacéo da regido 34-55 ppm.
Figura 9 - Espectro de RMN de **C da frac4o insoltvel em metanol do grupo 4, PRO1 (150
MHz, CDCl3). Ampliagéo da regido 64-178 ppm.
Figura 10 - Espectro de RMN de *H da fracéo insolGvel em metanol do grupo 4, PRO1 (600
MHz, CDCl,)
Figura 11 - Espectro de RMN de *3C da fracéo insolGvel em metanol do grupo 4, PRO1 (150
MHz, CDCl3). Ampliagéo.
Figura 12 - Cromatograma obtido por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas de PRO1 (IE, 70eV)
Figura 13 - Espectro de massas referente ao pico no tempo de retencdo 49,01 min. obtido por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria massa de PRO1 (IE, 70eV)
Figura 14 - Espectro de massas referente ao pico no tempo de retencdo 50,49 min. obtido por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria massa de PRO1 (IE, 70eV)
Figura 15 - Espectro de massas referente ao pico no tempo de retencdo 49,51 min. obtido por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria massa de PRO1 (IE, 70eV)
Figura 16 - Espectro de massas referente ao pico no tempo de retencédo 51,01 min. obtido por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria massa de PRO1 (IE, 70eV)



Figura 17 - Espectro de massas referente ao pico no tempo de retengdo 51,65 min. obtido por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria massa de PRO1 (IE, 70eV)

Figura 18 — Estrutura molecular dos compostos identificados no grupo PRO1.

Figura 19 - Espectro de RMN de **C de PR02 (125 MHz, CDCl5)

Figura 20 - Espectro de RMN de **C de PR02 (DEPT-135, 125 MHz, CDCl5)

Figura 21 - Espectro de RMN de *H de PR02 (600 MHz, CDCl5)

Figura 22 - Quantificacdo da expressdo do AR em celulas LnCAP por westen blot apds 48h
de tratamento com o grupo 4.

Figura 23 - Quantificacdo da ativacdo de mTOR em células LnCAP por westen blot apds 48h
de tratamento com o grupo 4.

Figura 24 - Espectro de RMN de **C de PR03 (125 MHz, CDCl,)

Figura 25 - Espectro de RMN de **C de PR03 (DEPT-135, 125 MHz, CDCl5)

Figura 26 - Espectro de RMN de *H de PR03 (600 MHz, CDCl5).

Figura 27 — Representacdo esquemaética do estudo quimico biomonitorado com resultados

encontrados.



LISTA DE TABELAS
Tabela 1 - Rendimentos das fragdes do extrato hexanico de caule de Pouteria ramiflora
obtidas por meio de filtragdo em silica.
Tabela 2 - Fracdes obtidas da fracdo hex:AcOEt por Cromatografia em Coluna.
Tabela 3 — ICsy obtido por meio de curva de dose-resposta em linhagem de células de
adenocarcinoma de prdstata humano.
Tabela 4 — Porcentagem de viabilidade celular apds tratamento com as fracGes obtidas por
CC em linhagem celular de adenocarcinoma de prostata humano.
Tabela 5 - Dados de RMN de **C do PRO1 (grupo 4) em comparacao com os dados
reportados na literatura.
Tabela 6 - Resultados encontrados na analise por CG-EM do PROL.
Tabela 7 - Dados de RMN de *H, RMN de *C do PRO2 em comparacéo com os dados
reportados na literatura.
Tabela 8 - Dados de RMN de 'H, RMN de *C e DEPT do PRO3 (epifriedelanol) em

comparagdo com os dados reportados na literatura.



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS
0: deslocamento quimico
%: porcentagem
°C: graus celsius
A431: linhagem celular de carcinoma epidermoide de pele
A549: linhagem celular de cancer de pulméo
AANS: antiandrogenos esteroidais
AcOEt: acetato de etila
ADT: privacao de andrégeno
AKR1C3: aldoceto-redutase 1C3
ANOVA: analise de variancia
AR: receptor de androgenos
ARA 70: proteina associada a ativacdo do receptor de androgenos
ARE: elementos responsivos a andrégenos
ATCC: American Type Culture Collection
B16-F10: linhagem celular de mieloma
Bax: proteina X associada a Bcl-2
Bcl-2: célula-B de linfoma 2
BCR: recorréncia bioquimica
BSA: albumina sérica bovina
C: carbono
Caco-2: linhagem celular de adenocarcinoma de colorretal
CC: coluna cromatogréfica
CCD: Cromatografia em camada delgada
CCDP: Cromatografia em camada delgada preparativa
CDCls. cloroférmio deuterado
CEM: leucemia linfoblastica-T
CG-EM: Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
CRL2120: linhagem celular de fibroblasto de pele normal humano
CRPC: céncer de prostata castragdo-resistente
CYP17A1: 17a-hidroxilase/17,20-liase
DBD: dominio de ligacdo ao DNA

DEPT — distortionless enhancement by polarization transfer



DHT: hiidrotestosterona

DLD-1: celulas de adenocarcinoma colorretal Dukes tipo C
DMSO: dimetilsulfoxido

EtOH: etanol

FSH: horménio foliculo-estimulante

GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase

GnRH: hormonio liberador de gonodotrofinas

GR: receptor de glicocorticoide

GSTP-1: silenciamento por metilagdo da glutationa s-transferase
H: hidrogénio

HaCat: linhagem controle provenientes de queratindcitos normais
HEK?293: células embrionérias de rim humano

HelLa: linhagens de cancer cervical

HepG2: hepatocarcinoma

HL-60: linhagem celular de leucemia

HT-29: linhagem celular de cancer de colon

Hex: hexano

ICso: concentracdo inibitdria de 50% da viabilidade celular
IL-6: interleucina-6

INCA: Instituto Nacional de Cancer José de Alencar

J: constantes de acoplamento

LBD: dominio de ligacdo ao ligante

LH: hormonio luteinizante

LNCaP: linhagem de adenocarcinoma de prostata humano sensivel a androgenos
M-+: ion molecular

MCFT7: células de adenocarcinoma de mama humano

MeOH: metanol

MHz: mega hertz

mpMRI: ressonancia magnética multiparamétrica

MTT: brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
mTOR: alvo de rapamicina em mamiferos

m/z: massa/carga

NF«B: fator nuclear kappa B



NIST: National Institute of Standards and Technology
NTUB1: linhagem de células de cancer de bexiga
OMS: Organizacdo Mundial de Saude

P-388: linhagem celular de leucemia linfocitica
PCa: cancer de prostata

PC3: linhagem de células adenocarcinoma de préstata humano resistente a androgenos
PI3K : fosfoinositideo-3-quinase

pH — potencial hidrogenibnico

PKB/AKT: proteina quinase B

PR: receptor de progesterona

PR: produto

PSA: antigeno prostéatico especifico

PTEN: homologo da fosfatase e tensina

TP53: proteina tumoral 53

PPM: parte por milhdo

PVDF: fluoreto de polivinilideno

RB: proteina de retinoblastoma

RMN: Ressonancia magnética nuclear

ROS: elementos reativos do oxigénio

RP: prostatectomia radical

RTOG: Radiation Therapy Oncology Group
SDS: dodecil sulfato de sodio

SGK: serina/treonina-proteina quinase
SK-0OV-3: linhagem celular de cancer de ovario
SRC-1: coativador 1 de receptor nuclear
SRD5A: 5a-esteroide redutase

T: tesla

TBST: tampéo tris — twen 20

TIPARP: aryl hydrocarbon receptor target
TMS: tetrametilsilano

tR: tempo de retencao

UB: Universidade de Brasilia

V: volts



3BHSD: 3p-hidroxiesteroide desidrogenase
17BHSD: 17B-hidroxiesteroide desidrogenase



SUMARIO

L INTRODUGAO. .......oeciciceeeeeeeeeeee et es e sttt s s snsenens 17
1.1 CANCET U8 PrOSTALA. ... .cuveveeeitiitesiieieeie ettt sttt sttt sttt eeneeneas 17
1.2 MeCanisSmMOS MOIECUIAIES..........cciiiiiiieiee bbb 18
1.3 TTALAMENTO. ..ottt ettt b ettt b e bt e be e e bt eebb e et e e ebb e et e e sbbeebeesrneenneens 21
e g o Rl O - To [0 OSSPSR OR USRS 24
I 0TV (< g - VUSSPV UR PSPPSRI 25
1.4.1.1 Pouteria ramiflora (Mart.) RA0IK...........ccccoeiieiiiie e 26
2 OBUIETIVOS......o oottt ettt s ettt a et et se b e st et renre e 29
3 MATERIAIS E METODOS.......oiiiiiieiieiieeineis sttt 30
3.1 METODOS GERAIS PARA TESTES BIOLOGICOS........cc.covveeeerceeeeeereeeisse e 31
311 CUItUIaS & CAIUIAS......cueeueeieie ittt ettt be b 31
3.1.2 Ensaio de citotoxicidade celular (MTT). ..o 31
3.1.3 Expressdo de proteinas por WeStern BIOL............cooveiiiiiiiienieseees e 32
3. 1.4 ANALISE ESTALISTICA. .. evveveerierieiesie ittt sttt sa e bbb e s 33
3.2 METODOS GERAIS PARA ESTUDO QUIMICO.........coveiieeieeeceeeeeeeee s 34
3.2.1 Cromatografia em camada delgada............ccoooviiiiriiiiniie s 34
3.2.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)..........c.cccecvvvrnen. 34
3.2.3 Ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e de *C.......ccoovvvevvevereceeceerceeeneon, 35
3.2.4 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP).........cccccveveiievvcvie e 35
3.2.5 Lavagem de amostras com solvente (tentativa de purificacao)...........ccccoevvivievverinennnnn, 35
3.3 PARTE EXPERIMENTAL......ooi ettt ettt e e e e e e e e 36
3.3.1 Obtencdo do extrato bruto da Pouteria ramiflora...........cccocveveriiiienneseece e 36
3.3.2 FIltraGao €M SHIICA......c.ecveiiieiie et 36
3.3.3 Cromatografia em ColUNa (CC).....oovviiiiiiiiie e 37
3.3.4 Isolamento e identificagdo de COMPOSTOS.........eririiririeie it 39
B34 L GIUPO 4.ttt 39
B I A €1 (U o [0 R SRR STR 39
3.3.4.3 Precipitado entre as sub-fragdes (57-59) 47 e (64-65) 48.........cccoooeiieiienenieiieiee 39
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ......oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeene st es e eee s s 40

4.1 Biomonitoramento das fracGes oriundas do extrato bruto hexanico de caule e galhos de

(Rl TUL =) b W = 1001 (o] - VT 41



4.2 Atividade biologica das fragcdes oriundas da fracdo hexano:acetato de etila obtidas por
COIUNA CrOMALOGIATICA. ... .eveieeiii ettt saesresneeneas 42

4.3 Estudo quimico biomonitorado da fracdo insoldvel em metanol do grupo de fracGes 4

(PROL)...ee ettt ettt ettt et e b e et e e beeheese et et et et e e aeebeebeeReereers et e renrenteereereens 44
4.3.1 Analise por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio de carbono (RMN de 'H e
) T OO 44

4.3.2.1. Andlise da Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas de PR0O1

(tempo de retencdo 49,01 Min € 50,49 MIN).....oiiiiiiiiiie e 49
4.3.2.2 Analise da Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas de PRO1
(tempo de retencdo 49,41 Min € 51,03 MIN)..c..cciiiiiiieiice e 51
4.3.2.3 Andlise da Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas de PRO1
(tempo de retenGaO0 51,65 MIN)...ci.iiiiiiieiieiciie et 52
4.3.3 Isolamento de acetato de B-amirina (PRO2).........ccoiuiiiiieieiiiiieseseee s 56
4.3 WESEEIN DIOT GIUPO 4.ttt 59
4.4 Caracterizacdo do composto isolado da fracdo 8 (PR0O3).........ccccccveevvevieiiciece e 60
4.5 Caracterizacdo do composto precipitado (PROA)..........coovevieieiieiececee e 63
5 CONCLUSOES.......oiiiiiiieiic ittt 66

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....coo oo oo et er e e e e eeereenans 67



1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 Céancer de Prostata

O cancer de prostata (PCa) € um problema de saude publica em todo 0 mundo. Assim,
sdo inlmeras as pesquisas que abrangem o assunto, a respeito de técnicas para um diagnostico
precoce, mecanismos moleculares envolvidos para o inicio e progressdo da doenca, bem como
novas aplicacOes terapéuticas.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a estimativa para novos casos de
cancer no mundo em 2018 é de 18,1 milhdes e 9,6 milhGes de mortes, sendo que, destes, 1,3
milhdo sera cancer de prostata, ficando atras apenas dos cénceres de pulmdo, mama e
colorretal. Em 2010 o céncer gerou um custo de aproximadamente 1,16 trilhdo de dolares.
Segundo as evidéncias atuais, entre 30% e 50% das mortes por cancer poderiam ser evitadas
modificando ou evitando os principais fatores de risco, tais como evitando produtos do
tabaco, reduzindo o consumo de alcool, mantendo um peso saudavel, fazendo exercicios
regularmente e abordando fatores de risco relacionados a infeccdo (OMS, 2018).

No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA), a estimativa para 2018 foi de aproximadamente 600 mil novos casos de cancer. O
cancer de prdstata é o que apresenta a maior prevaléncia entre os canceres em homens, exceto
0 cancer de pele ndo-melanoma, e a estimativa para novos casos em 2018 é de 68.220, o que
representa 66,12 casos a cada 100.000 homens. Apenas em 2014, no Brasil ocorreram
aproximadamente 14 mil mortes (INCA, 2018). Mais que 95% dos canceres de prdstata sdo
classificados como adenocarcinoma. Esses tumores caracterizam-se histologicamente pela
auséncia de células basais e pela proliferacdo descontrolada de células tumorais com
caracteristicas de células luminais, incluindo a formag&o glandular e a expressdo de receptor
de androgenos (AR) e de antigeno prostéatico especifico (PSA) (CHEN et al., 2012; SHEN;
ABATE-SHEN, 2010).

O antigeno prostatico especifico (PSA), € uma serina protease relacionada a calicreina,
produzida pela prostata em condigdes normais, e seu valor aumentado indica distor¢bes no
tecido prostatico. Apesar de ndo ser especifico para deteccdo de céncer, pois pode estar
alterado em outras condigdes, como por exemplo, nas prostatites, é utilizado como principal
biomarcador na pratica clinica para detecgdo precoce de cancer de prostata, podendo tambem
ser utilizado no acompanhamento do tratamento, na forma de vigilancia ativa em pacientes
com cancer de prostata. O diagndéstico é realizado por meio de bidpsia da préstata seguida da
classificacdo histopatolégica (OTERO et al., 2014).

17



O fator de risco mais relacionado ao desenvolvimento do cancer de préstata é a idade,
pois a maioria dos casos ocorre em homens com 65 anos ou mais, apenas 1% ocorre em
homens com menos de 50 anos, e é raro ser diagnosticado em homens antes do 40 anos.
Outros fatores que também podem ser citados sdo a historia familiar, raca, dieta, obesidade,

doencas sexualmente transmissiveis, ocupacdo e fumo (BASHIR, 2015).

1.2 Mecanismos Moleculares

Inmeros mecanismos tém sido estudados e propostos para o desenvolvimento e
progressdo do cancer de prostata. O mecanismo principal para desenvolvimento do cancer de
prostata (PCa) é a sinalizacdo via receptor de andrdgenos (AR), pois a interagcdo andrégeno-
receptor tem papel transcricional crucial tanto na préstata normal quanto no cancer de
préstata. Além dos mecanismos relacionados aos androgenos também sdo descritos
mecanismos independentes relacionados a progressdo do cancer androgeno-sensivel para um
cancer androgeno-resistente também denominado de castracdo resistente. Os mecanismos
relacionados ao desenvolvimento, a progressdo e resisténcia a farmacos podem ser divididos
em 3 classes: sinalizacao via androgeno-AR, sinalizacdo via receptor de glicocorticoides (GR)
GR-AR e receptor de progesterona (PR) PR-AR, mecanismos independentes da via
androgeno-AR, demonstrados na Figura 1 (SILBERSTEIN, TAYLOR, ANTONARAKIS,
2016).

A sinalizacdo via andrdgeno-receptor ocorre por meio dos andrégenos masculinos, que
sdo sintetizados pelas gbnadas, extragonadal pelas glandulas suprarrenais, bem como
intratumoral. A testosterona e diidrotestosterona (DHT) séo os dois andrégenos principais que
agem como fatores de crescimento das células prostaticas, sendo que a DHT esta presente na
préstata em concentracdes superiores a testosterona, até seis vezes maiores, e possui uma
maior afinidade pelo receptor de androgenos (GELMANN, 2002; EGAN et al., 2014,
GORDON et al., 2010).

O receptor de androgenos € um receptor nuclear, codificado pelo gene AR localizado
no cromossomo X, que contém 8 éxons. Ele possui uma regido amino terminal (-NH,)
codificada pelo éxon 1, os éxons 2 e 3 codificam o dominio de ligagdo ao DNA (DBD), uma
regido carboxi terminal (-COOH) formada por 12 hélices, o sitio de ligacdo de ligantes
(LBD), codificado pelos éxons 4 a 8 (GELMANN, 2002; EGAN et al., 2014; GORDON et
al., 2010).
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Figura 1 — Mecanismos moleculares envolvidos no desencadeamento, progressdo e

resisténcia a terapéutica do cancer de prostata.
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A) Mecanismos relacionados a sinalizagdo de androgenos-AR. B) Mecanismo relacionados a interagdes dos
elementos responsivos aos andrdgenos (AREs) com os receptores de glicocordicoides e progesterona (GR e PR,
respectivamente) C) Mecanismos independentes ao AR (Adaptado de SILBERSTEIN, TAYLOR,
ANTONARAKIS, 2016).

O AR livre esté localizado no citoplasma ligado a chaperonas (HSP); quando ativado
por meio da ligagdo com os andrdgenos, o AR sofre uma mudanga conformacional na hélice
12 e libera as chaperonas. Subsequentemente, o AR-andrégeno forma um homodimero e se
transloca para o nucleo. O AR dimerizado se liga na regido do promotor dos elementos
responsivos a androgenos (ARE) de genes alvo regulando sua transcricdo. Um dos genes mais
conhecidos regulado pelo AR é o0 PSA.

Na presenca de andrégenos, 0S genes responsivos estimulam crescimento,
sobrevivéncia, e diferenciagdo das células da prostata. Na auséncia de andrégenos, as células
entram em apoptose. Interagdes adicionais com coativadores e correpressores facilitam ou
inibem a transcricdo de genes alvo. A ligacdo com o agonista recruta coativadores que
amplificam o sinal de transcricdo quando o AR liga ao DNA,; os antagonistas recrutam um
complexo de correpressores que atenuam o sinal (GELMANN, 2002; GAO et al., 2005;
EGAN et al., 2014; GORDON et al., 2010).
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As células responsivas sensiveis a androgenos dependem da sinalizacdo do eixo
andrdgeno-receptor para proliferacdo e sobrevivéncia. Entretanto, na progressdo da doenca é
observada a proliferacdo e sobrevivéncia mesmo na auséncia de androgenos, pela terapia de
privacao de androgenos; assim, ha adaptacdes na sinalizacdo do AR. Uma dessas adaptacdes é
a amplificacdo do AR, o tornando superexpresso, aumentando a sensibilidade para os
androgenos intratumorais (GELMANN, 2002).

Estudos tém mostrado que a regulacdo positiva de enzimas da via de sintese de
androgenos, como a 3B-hidroxiesteroide desidrogenase (3BHSD), 5a-esteroide redutase
(SRD5A), e 17B-hidroxiesteroide desidrogenase (17BHSD), 17a-hidroxilase/17,20-liase
(CYP17A1), aldoceto redutase 1C3 (AKR1C3) contribuem para o desenvolvimento do cancer
castracdo resistente e para a resisténcia a farmacos, como abiraterona e enzalutamida. Esta
regulacao possibilita uma maior quantidade de andrégenos para interagirem com o AR (LIN
etal., 1997; LI Zetal., 2015; LI R et al., 2012; CHANG et al., 2013).

Outra alteracdo na via de sinalizacdo do eixo andrégeno-AR se d& por meio de
mutacdes pontuais no LBD; essas mutacdes alteram o sitio de ligacdo com o ligante,
conferindo atividade agonista ao AR (GELMANN, 2002; ZHAO et al., 2000; STEKETEE et
al., 2002). Também podem ocorrer variantes do AR por meio de splice alternativo fazendo
com que o receptor se torne constitutivamente ativo (HU et al., 2009).

H& também vérias alteracdes genéticas que tém sido correlacionadas com o
desencadeamento, progressao e resisténcia do cancer de prostata. Entre elas estdo as mutagoes
em coativadores que participam da ativacdo do AR, dos quais os principais sdo 0 ARA 70
beta e 0 SRC-1. O ARA70 beta é um oncogene que se encontra superexpresso no PCa. O
SRC-1 é um coativador que estd relacionado a progressdao do PCa, pois potencializa a
estimulacdo do AR mesmo em baixas concentracGes de andrégenos (CULING; SANTER,
2014).

Outro mecanismo proposto esta relacionado a homologia de outros receptores com o
AR, como ocorre com o receptor de glicorticoides (GR) e da progesterona (PR) que
apresentam mais de 80% de homologia com 0 AR principalmente no DBD, sitio de ligagdo ao
DNA; assim, 0 GR e o PR podem ligar-se aos ARE e elementos promotores e induzir a
expressdao de genes regulados pelo AR, sustentando a sobrevivéncia celular mesmo na
auséncia de androgenos durante a terapia de privacdo de androgenos. Outra hipotese é que o

GR é negativamente regulado pelo AR; assim, quando o AR ¢ inibido, 0 GR é superexpresso
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(ARORA et al., 2013; XIE et al., 2015; MIYAHIRA; SIMONS; SOULE, 2014;
GRINDSTAD et al., 2015).

Além dos mecanismos relacionados a sinalizagdo androgeno-AR estdo 0s mecanismos
que levam a progressdo e resisténcia a terapéutica do PCa que sdo independente desta
sinalizagdo. Com grande importancia esta a alteracdo da sinalizag8o na via da fosfoinositideo-
3-quinase (PI3K)-proteina quinase B (PKB/AKT)-alvo de rapamicina em mamiferos
(mTOR), que apresenta alterada em todos os canceres de prostata avancado. O papel do
MTOR esta relacionado a integracdo de sinais de crescimento celular, da sintese proteica,
proliferacdo, metabolismo, diferenciacéo e sobrevivéncia celular. Sua funcdo da-se por meio
de fosforilacdo de vérios mediadores, como a PI3K e a AKT (TAYLOR et al., 2010;
SILBERSTEIN, TAYLOR, ANTONARAKIS, 2016).

Um dos mecanismos responsaveis pela alteracdo da sinalizacdo da via do mTOR em
PCa é a mutacdo no gene homologo da fosfatase e tensina (PTEN). Ele é um gene supressor
tumoral, em que até 60% dos casos de cancer de prdstata encontra-se mutado ou deletado. Ele
codifica uma enzima fosfatase essencial responsavel por desfosforilacdo de PIP3; quando a
PIP3 esta fosforilada ela é responsavel por recrutar PI3K, que por sua vez ativa AKT,
desencadeando a ativagdo da via do mTOR (TAYLOR et al., 2010).

Outras alteracdes incluem: a delecdo ou mutacao na proteina retinoblastoma (Rb), que
participa da regulacdo do ciclo celular; sinalizacdo pela via Wnt por meio de beta-catenina
(CTNNBL), proteina relacionada a juncdo celular e interacdo do nucleo com fatores de
transcricdo; diferenciacdo neuroenddcrina; vias de reparo de DNA; muta¢cfes no TP53, 0 gene
supressor tumoral mais mutado em canceres, que codifica a proteina p53 essencial para o
ciclo celular, pois controla a transi¢éo da fase G1 para S, e em condigdes de lesdo ao DNA ela
induz a parada do ciclo celular e apoptose. Em 90% dos casos de cancer de prostata esta
presente o silenciamento por metilacdo da glutationa s-transferase (GSTP-1), que codifica
enzimas desintoxicantes que catalisam a conjugacdo de glutationa em moléculas tdxicas a
serem eliminadas; em até 80% dos casos ocorre a perda da expressdo de NKX3.1, um gene do
homeobox, que esta relacionado ao cancer de préstata andrégeno-resistente e metastatico
(PORKKA; VISAKORP, 2004; SILBERTEIN, TAYLOR, ANTONARAKIS, 2016).

1.3 Tratamento
O tratamento do cancer de prostata deve ser individualizado, levando em conta

principalmente o risco de progressdo para um estagio agressivo, sendo classificados em baixo,
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intermediério e alto risco. Também é considerado o estadiamento, grau histopatoldgico, idade
e comorbidades do paciente. Para doenga com baixo risco de progressdo (restrita a prostata) o
tratamento inclui a cirurgia (prostatectomia radical), a radioterapia e a observacao vigilante.
Para o tratamento do cancer com risco intermediario, alto e localmente avancado, além dos
tratamentos citados anteriormente, é incluido o blogueio hormonal. Entretanto, no caso de
cancer recorrente e na presenca de metéstases, o tratamento é realizado com quimioterapicos,
como o docetaxel e abiraterona, combinados a ADT. Em cancer resistente a terapia hormonal,
também chamado de cancer castracao resistente (CRPC), as opc¢des dependem se a doenca €
sintomatica ou néo e sdo limitadas (KACHUR, 2018).

A observacgéo vigilante, ou vigilancia ativa, inclui a dosagem de PSA a cada 3 a 6
meses, 0 exame retal digital anual, ultrassom transrretal com bidpsia entre 6 a 12 meses e
repeticdo da biopsia de 3 a 5 anos. A imagem de ressonancia magnética multiparamétrica
(mpMRI) pode ser incluida para reclassificar a doenca (MORASH et al., 2015).

Também tem sido utilizada a terapia focal para pacientes com céncer de prdstata de
risco baixo a intermediario. Na pratica clinica atual, a terapia focal representa 0 meio termo
entre vigilancia ativa e medidas de tratamento definitivo, como a radioterapia e a
prostatectomia radical. A terapia focal deve ser definida como a ablacdo do dominante ou
lesdo indice, incluindo crioterapia, laser, ablacdo, a terapia fotodindmica, ultrassom de alta
intensidade  focalizado, eletroporacdo irreversivel, a ablacdo por radiofrequéncia,
braquiterapia focal e radiacdo estereotaxica (PERERA et al., 2016).

A progressdo do cancer é demonstrada pela recorréncia bioquimica (BCR), que é
definida por duas medidas de PSA crescente consecutivo, valores> 0,2 ng/mL ap06s
prostatectomia radical (RP) (AMLING et al., 2001). Apds a terapia de radiacéo priméria (RT),
o Radiation Therapy Oncology Group (RTOG) e a American Society for Radiation Oncology
Phoenix definiram como falha quando o PSA for maior que 2 ng/mL (ROACH et al., 2006).
Neste caso, € necessaria a adi¢ao de terapia de privacéo de andrdgeno (ADT), podendo ser por
castracdo cirurgica ou uso de agonista ou antagonista do hormdnio relacionado do hormdénio
liberador de gonodotrofinas (GnRH/LHRH), antiandrégenos e quimioterapia, conforme a
progressdo. A castracdo cirdrgica é considerada o padrdo ouro para ADT, entretanto, 0s
agonistas e antagonistas do LHRH substituiram a castracdo cirargica como o padrdo em
terapia hormonal, porque esses agentes tém potencial para reversibilidade, e evitam o
desconforto fisico e psicologico associado com orquiectomia. Eles se ligam imediatamente e

de forma competitiva aos receptores de LHRH, levando a uma diminuicdo rapida do
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horménio luteinizante (LH), horménio foliculo-estimulante (FSH) e testosterona
(SEIDENFELD et al., 2000; CRAWFORD et al., 2014).

Os antiandrogenos esteroidais (AANS), também podem ser utilizados; eles ndo
suprimem a secrecdo de testosterona, mas sdo geralmente usados para melhorar os efeitos
clinicos do surto inicial de testosterona associada com agonistas de LHRH (TSUSHIMA et
al., 2001). Dentre eles, encontram-se a bicalutamida, que vem mostrando uma seguranca mais
favoravel e perfil de tolerabilidade do que flutamida e nilutamida (IVERSEN, 2002). No
entanto, revisdes sistematicas de antiandrogenos em combinacdo com agonistas de LHRH tém
mostrado que antiandrégeno combinado com bloqueio usando uma NSAA parece
proporcionar uma pequena vantagem a sobrevivéncia (<5%) versus monoterapia (castracdo
cirurgica ou agonistas de LHRH) (PROSTATE CANCER TRIALISTS COLLABORATIVE
GROUP, 2000; SCHMITT et al., 2000 ; AKAZA et al., 2009).

O cancer de prdéstata castracdo-resistente (CRPC) é definido quando o nivel de
testosterona apds castragdo € menor que 50 ng/dL ou 1,7 nmol/L e ha um dos seguintes tipos
de progressdo: progressdo bioquimica, que se caracteriza por trés aumentos consecutivos no
PSA com uma semana de intervalo, resultando em dois aumentos de 50% sobre o nadir, e
PSA> 2ng/mL; progressao radiologica, com o aparecimento de novas lesdes, duas ou mais
novas lesdes 6sseas na varredura do 0sso ou uma lesdo do tecido mole utilizando os Critérios
de Avaliacdo de Resposta em Tumores Sélidos (TROCK et al., 2008; EISENHAUER et al.,
2009).

Reis e colaboradores (2018) mostraram, por meio de uma revisdo sistemética da
literatura, que o uso da terapia de radiacdo estereotaxica pode ser uma opcéo de tratamento
seguro em caso de cancer de préstata com metastase 6ssea. (REIS et al., 2018)

No caso de CRPC assintomatico, o tratamento € mudar o antiandrogeno para oS
tratamentos de segunda linha, como o cetoconazol, estr6genos ou progesteronas, e adicionar
abiraterona ou enzalutamida. Ou também podem ser utilizados sipuleucel-T ou
pembrolizumabe. Para CRPC sintomatico, é utilizado docetaxel com corticosteroide; para
pacientes com metastase 6ssea € utilizado radium-223. Em casos de progressdo apos
docetaxel, pode ser utilizado cabazitaxel combinado com esteroide, entretanto os efeitos
adversos graves podem surgir, como neutropenia. A cura é improvavel e atualmente ndo ha
terapias que mostram aumento na sobrevida apos cabazitaxel, apenas medicamentos paliativos
(KACHUR, 2018).
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E importante ressaltar que muitos dos farmacos utilizados no tratamento de cancer,
nos ultimos 40 anos, tém sua origem ou usam como modelo para a sintese, produtos naturais.
E produtos naturais com atividade antitumoral podem ser encontrados em diversas fontes, tais
como vegetais, microrganismos, organismos marinhos. Da mesma forma, plantas sob a forma
de extratos, bem como compostos isolados tém apresentado evidéncias quanto ao potencial de
prevencdo de PCa (KALLIFATIDIS; HOY; LOKESHWAR, 2016).

Embora muitos pacientes se beneficiem dos medicamentos disponiveis, alguns homens
apresentam resisténcia primaria e quase todos eventualmente desenvolvem resisténcia
secundaria, com poucas opcoes (SILBERSTEIN; TAYLOR; ANTONARAKIS, 2016). Dessa
forma, buscar novas fontes para inser¢do no arsenal terapéutico e para a prevengédo de cancer

de prostata é imperativo para oferecer alternativas viaveis para esses pacientes.

1.4 PLANTAS E CERRADO

Até o presente momento, sdo reconhecidas 46188 espécies da flora brasileira, sendo
32868 angiospermas, 1527 bridfitas, 30 gimnospermas e 1294 samambaias e licofitas, além
de 5720 fungos e 4749 algas. Estas estdo dispostas em biomas com caracteristicas distintas,
sendo eles, Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (FLORA DO
BRASIL 2020 EM CONSTRUCAO, 2018).

O bioma Cerrado ocupa 23,92% de todo territorio brasileiro, é detentor de 5% da
biodiversidade do planeta e reconhecido como a savana mais rica do mundo. O Cerrado é
composto por um conjunto de diferentes formas de vegetacdo que incluem fitofisionomias
florestais (cerraddo), savanicas (cerrado stricto sensu), campestres (campo sujo). Com 12.070
espécies de plantas terrestres descritas, € uma importante fonte para descoberta de novos
farmacos para o tratamento de diferentes patologias (FORZZA, 2010; BRASIL, 2016).

Segundo Bresolin e Cechinel Filho (2010), cerca de 40% dos medicamentos
comercializados foram obtidos direta ou indiretamente de fontes naturais, e 20% das plantas
com propriedades medicinais conhecidas estdo no Brasil (BRESOLIN; CECHINEL FILHO,
2010).

As substancias obtidas de plantas medicinais podem ser usadas em diversos casos,
sejam elas mesmas utilizadas como farmacos ou como precursoras para novos farmacos.
Dentre os agentes anticancerigenos derivados de plantas podemos citar os alcaloides
vimblastina e vincristina (Catharanthus roseus (L.) Don); o diterpeno taxol ou paclitaxel

(Taxus sp); a camptotecina (Camptotheca accuminata Decne.), que deu origem ao topotecano
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e iritecano; podofilotoxina (Podophyllum peltatum L.) que deu origem ao etoposideo e o
tenoposideo, plipartina (Piper tuberculatum Jacg.) e biflorina (Capraria biflorina L.)
(COSTA-LOTUFO et al., 2010).

Levando em conta o potencial de descoberta de novos farmacos oriundos de plantas, a
grande biodiversidade brasileira, o potencial a ser explorado do bioma cerrado, nosso grupo
desenvolveu um estudo de rastreamento de atividade citotoxica em 31 extratos de plantas, a
maioria do Cerrado, em linhagens celulares de adenocarcinoma de préstata (CARDOSO,
2014). Destes, foi selecionado um, pertencente ao género Pouteria com potencial de

isolamento de compostos ativos.

1.4.1 POUTERIA

As espécies do género Pouteria pertencem ao grupo das angiospermas que sdo plantas
com flores e frutos. E um dos mais diversificado género de plantas, com cerca de 250.000
espécies, no Brasil sendo 125 espécies, das quais 53 sdo endémicas, além de subespécies e
variedades (POUTERIA IN FLORA DO BRASIL 2020 EM CONSTRUCAO, 2018).

Muitas espécies desse género sdo utilizadas como alimento, bem como para fins
medicinais. Em trabalhos anteriores, espécies desse género apresentaram potencial como
agente citotoxico: extratos hexanico, etandlico e aquoso da folha de Pouteria torta
apresentaram atividade citotoxica em células de carcinoma de boca e mama (ELIAS et al.,
2013); extrato etandlico da raiz apresentou atividade citotoxica para 4 linhagens tumorais,
HCT-8 carcinoma de colon humano, HL-60 leucemia, SF-295 cancer de mama e MDA-MB-
435 melanoma (MESQUITA et al., 2009).

Em estudo anterior do nosso grupo de pesquisa foi mostrado que o extrato etandlico de
folhas da Pouteria caimito apresentou atividade citotoxica em linhagem de adenocarcinoma
de prostata humano resistente a androgenos (PC3); o extrato etandlico de frutos de Pouteria
torta apresentou atividade citotoxica em linhagem de adenocarcinoma de préstata sensivel a
androgenos (LNCaP); o extrato hexanico do caule de Pouteria ramiflora destacou-se dentre
outros extratos estudados, por sua atividade em uma linhagem de adenocarcinoma de prostata
sensivel a androgenos, LNCaP. O extrato mostrou um efeito citotoxico dose-dependente, com
0 maior indice de seletividade para a linhagem cancerigena, tanto em 24h quanto em 48h de
tratamento (7,7 e 5,5 respectivamente). Também mostrou tendéncia a estacionar o ciclo
celular na fase GO/G1, porém sem significancia estatistica (CARDOSO, 2014).
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Dessa forma, essa espécie foi selecionada para estudo quimico biomonitorado para

isolamento e identificacdo de compostos ativos.

1.4.1.1 Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk.

Pouteria ramiflora, conhecida popularmente como fruta-do-veado, louco e
massaranduba, pessegueiro-do-cerrado, pitomba-de-leite, abiu-cutite, é nativa do Brasil, sendo
encontrada na Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (POUTERIA IN FLORA DO
BRASIL 2020 EM CONSTRUCAO, 2018).

E uma planta de porte arboreo que pode atingir até 6 metros de altura por 4 a 6 metros
de didmetro de copa. Os frutos sdo em forma de bagas (ALMEIDA et al., 1998). E suas

caracteristicas estdo apresentadas na Figura 2.

Figura 2 — Arvore e frutos de
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E utilizada com finalidade madeireira e como alimento. Na medicina popular é usada
para diferentes finalidades, tais como: o latex, na forma de emplastro, sobre machucados que

ndo “abriram a pele”, as raizes agem contra vermes e disenteria (GAMA et al., 2007).
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Devido seu uso na medicina popular, foram realizados estudos para avaliar as
diferentes atividades bioldgicas desta espécie, tais como inibi¢do de atividade enzimética, no
qual os extratos aquoso e etandlico da folha de P. ramiflora apresentaram atividade inibitdria
das enzimas alfa-amilase e alfa-glicosidase, com potencial para tratamento de hiperglicemia
(SOUZA et al., 2012).

Em ensaio em camundongos, a administragdo diaria do extrato aquoso de P. ramiflora
nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg, por oito dias, foi capaz de reduzir o peso corporal e o nivel
glicémico nos animais (GOUVEIA et al., 2013). Em outro estudo com extrato aquoso das
folhas de Pouteria ramiflora reduziu a glicemia em ratos, bem como a atividade enzimatica
antioxidativa, TAS e produtos de peroxidacdo lipidica (MDA). Apresentou ainda, efeito
neuroprotetivo de danos oxidativos (COSTA et al., 2013).

Segundo Castro e colaboradores (2007), o extrato etandlico das folhas de P. ramiflora
apresentou atividade antioxidante superior aquela apresentada pelo composto BHT usado
como controle (CASTRO et al., 2007). O extrato etandlico de raizes de Pouteria ramiflora
apresentou atividade antinoceptiva e anti-inflamat6ria (FONTES JUNIOR et al., 2009).

Um estudo com extrato hidroalcoodlico (70%) das folhas de Pouteria ramiflora
mostrou atividade citotoxica com concentragBes superiores a 2 pg/mL em linhagem de
hepatocarcinoma (HepG2) (TUTTIS et al., 2018).

Em busca dos compostos responsaveis pelas atividades bioldgicas, diferentes grupos
de metabdlicos secundarios vém sendo descritos em extratos de Pouteria ramiflora, tais
como, flavonoides, taninos e saponinas (extratos etanolicos da casca da raiz), taninos (extrato
etandlico da madeira e casca da raiz) (GOUVEIA et al.,, 2013). Em extratos aquosos e
etandlicos das cascas internas e externas do caule dessa espécie, foram identificados
compostos fendlicos, taninos e cumarinas também foram identificadas (exceto no extrato
etanolico das cascas internas), antraquinonas livres, esteroides e triterpenos foram
identificados nos extratos etanolicos e hexanicos, e nos extratos aquosos foi confirmada a
presenca de saponinas, glicosideos cardiotonicos, alcaloides, flavonoides e glicosideos
cianogénicos (OLIVEIRA et al., 2014).

Dos compostos responsaveis pelas agdes bioldgicas, os triterpenos e os flavonoides
s&0 0s mais comuns encontrados no género Pouteria (SILVA at al., 2009).

Apesar de varios estudos caracterizarem o grupo dos metabolitos secundarios mais
prevalentes em determinados extratos, poucas substancias foram isoladas e identificadas.

Além do marcador do género, o flavonoide miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo, foram
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encontrados, miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo e miricetina-3-O-f-D-
galactopiranosideo, treze substancias derivadas da miricetina, quercetina, apigenina além do
acido galico e do &cido quinico, no extrato hidro-alcodlico (etanol a 70%) (COSTA et al.,
2014). Em estudo fitoquimico do extrato hexanico das folhas, foram isolados e identificados

trés triterpenos: friedelina, epi-friedelanol e taraxerol (RODRIGUES et al., 2017).

JUSTIFICATIVA

O potencial terapéutico de compostos provenientes de plantas da flora brasileira ainda
é relativamente pouco explorado, com crescente interesse nos ultimos anos. Diante da
limitacdo terapéutica que ainda ha para o tratamento do cancer de préstata avancado e do
grande potencial de descoberta de novos agentes terapéuticos provenientes de plantas, foi
realizado estudo prévio de rastreamento (screening) com 31 extratos de 11 plantas do Cerrado
com potencial citotoxico em linhagens celulares de céncer de prostata humano, o qual
resultou em dissertacdo de mestrado (CARDOSO, 2014). Nesse estudo, o extrato hexanico do
caule de Pouteria ramiflora mostrou significativa atividade citotdxica in vitro com elevado
indice de seletividade e, portanto, foi selecionado para o presente estudo quimico
biomonitorado com a finalidade de investigar, identificar e isolar compostos presentes nesse
extrato desta espécie de planta com potencial atividade terapéutica no cancer de prdstata. A
busca pela identificacdo de compostos com acdo terapéutica derivados de plantas de biomas

brasileiros € crescente e este estudo vem somar-se a esse conjunto.
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2 OBJETIVOS

GERAL
- Isolar e caracterizar compostos e fracdes ativas a partir de extrato hexanico do caule de
Pouteria ramiflora, que apresentou atividade citotdxica em linhagem de células de

adenocarcinoma de prdstata humano.

Especificos

Avaliar a atividade citotoxica das fracGes obtidas do extrato bruto hexanico de caule
de Pouteria ramiflora em linhagem de células de adenocarcinoma de prostata humano.

Isolar e identificar compostos obtidos de fracbes ativas, por meio de um estudo
quimico biomonitorado por atividade bioldgica.

Avaliar atividade citotoxica dos compostos isolados em linhagem de adenocarcinoma
de préstata humano.

Avaliar alteracdes nas vias, andrégeno-AR e mTOR, relacionadas ao desenvolvimento

e progressao do cancer de prdstata apds tratamento com fragdo ativa.
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3 MATERIAIS E METODOS

O estudo quimico biomonitorado foi executado como apresentado na Figura 3. Foi
utilizado testes para separacéo, isolamento e identificacdo e a cada etapa foi monitorada por

meio de teste biol6gico. Todos os métodos sdo descritos posteriormente.

Figura 3 — Representacdo esquematica das etapas e métodos empregados no estudo quimico
biomonitorado de extrato hexanico de caule de Pouteria ramiflora.

Extrato hexanico do caule de
Pouteria ramiflora (Mart.) Raldk.

MTT
FILTRACAO EM SILICA

[ Hex } [Hex:AcOEt}[ ACOEt } [AcOEt:MeOH} [ MeOH }
1:1 1:1

MTT
COLUNA CROMATOGRAFICA

Fracdes

MTT
ISOLAMENTO
IDENTIFICACAO — CG-EM e RMN

[Composto x} [CompostoY} [CompostoZ}

ATIVIDADE BIOLOGICA DOS COMPOSTOS - MTT

Hex: hexano; AcOEt: acetato de etila; MeOH: metanol
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3.1 METODOS GERAIS PARA TESTES BIOLOGICOS

3.1.1 Culturas de Células:

Foi utilizada uma linhagem de células de adenocarcinoma de préstata humano,
especificamente LNCaP clone FGC (ATCC). Essa linhagem celular é andrdgeno-sensivel,
expressa o receptor de andrégenos e produz o antigeno prostatico especifico. E derivada de
sitio metastatico do linfonodo supraclavicular esquerdo. Para o cultivo celular, foi utilizado o
meio RPMI-1640 (ATCC), Sigma, acrescido com bicarbonato de sddio (2,2 g/L), Hepes (2,0
g/L), 10 mL de piruvato de sédio, soro fetal bovino a 10 % e 1 % de penicilina +

estreptomicina.

3.1.2 Ensaio de citotoxicidade celular (MTT):

Para monitorar a atividade biol6gica a cada etapa do fracionamento do extrato
hexanico do caule de Pouteria ramiflora, foi utilizado o ensaio de citotoxicidade por meio de
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio (MTT) que consiste na conversao
de um sal tetrazdlico em cristais de formazan por uma enzima mitocondrial, a succinato
redutase, por celulas vidveis. A citotoxicidade celular foi calculada por comparagdo entre a
absorbancia obtida apds tratamentos com fragdes com a absorbancia do controle ndo tratado,
isto é, as células cultivadas com o veiculo em que eram dissolvidas as fracdes. A citotoxidade
foi expressa em termos de percentual de células vidveis apoOs tratamento em relacdo ao
controle.

Em placas de 96 pogos foram dispostas 5 x 103 células por poco em meio de cultura;
apos 24 horas, o meio foi aspirado e adicionados 100 puL de cada solugdo de tratamento €
controles. Para tratamento, as fracGes foram pesadas e diluidas em dimetilsulféxido
(DMSO)/etanol (2:3). Foi preparada uma solucdo-made, a partir da qual foram preparadas as
solugbes de tratamento a, no maximo, 1% do veiculo. As solugdes-mée foram diluidas em
meio de cultura nas concentracdes previamente estabelecidas. Apos 24 e 48 horas de
tratamento, o meio contendo o tratamento foi aspirado e substituido por 100 puL de meio de
cultura sem tratamento com 10 puL de MTT (5 mg/mL). As células foram entdo incubadas por
4h para conversao do MTT em cristais de formazam, os quais foram posteriormente
solubilizados com isopropanol acidificado (25 mL de isopropanol + 104 plL de &cido
cloridrico (HCI) PA). A absorbancia foi medida em uma leitora de microplaca a 450 nm.

Todos os testes foram realizados em triplicata, com experimentos independentes.
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3.1.3 Expressao de proteinas por western blot

Para investigar a expressdo de proteinas relacionadas a vias de carcinogénese, foi
selecionado o anticorpo anti-AR (Santa Cruz) que compde a principal via relacionada ao
cancer de préstata. Também foi avaliada a expressdo da proteina mTOR total e fosforilada,
responsavel pela proliferacdo e sobrevivéncia celular na maioria dos canceres castragdo
resistente, por meio de anticorpo anti-mTOR total e fosforilado (Cell signaling). Para o
controle interno do experimento foi utilizado, o anticorpo anti-GAPDH (Abcam),
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase, que reconhece as proteinas GAPDH que sdo

constitutivas das células.

Tratamento, coleta e quantificacdo das proteinas

Para obter as proteinas, foram cultivadas 40x10* células em placas de 6 pocos; apds
24h foi feito o tratamento com a amostra (fragdo 4) a 500 pug/mL e controle DMSO/EtOH
(2:3). Apds 24h e 48H de tratamento as proteinas foram coletadas. O meio de cultura foi
coletado em microtubo de centrifuga 1,5 mL (eppendorf), adicionado de PBS (solugédo tampéo
salina-fosfato) acrescido de inibidores de proteinase e fosfatases (pirofosfato de sodio e
ortovanadato de sodio) Sigma, e coletado. Em seguida, foi adicionado tampéo de lise (RIPA
pH 8,0) e as células foram soltas, utilizando rodo, coletadas e centrifugadas a 2000 rpm por 5
min. As proteinas foram quantificadas pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951), uma
curva padrdo foi construida a partir de diferentes concentracbes de BSA (albumina sérica
bovina). As absorbancias encontradas das proteinas foram interpoladas com a curva de BSA,

determinando assim a concentracdo das proteinas totais em cada amostra.

Preparo das amostras e eletroforese em gel de acrilamida

Apbs a determinacdo da concentracdo das proteinas, as amostras foram preparadas a
40 ug de proteinas, tampdo de amostra com betamercaptoetanol e agua ultrapura para
completar o volume de 20 pL. As proteinas foram desnaturadas a uma temperatura de 96 °C
por 5 min e depois mantidas em gelo por, no minimo 5 min; em seguida, foram aplicadas em
gel de acrilamida 10 % para analise do AR e 7 % para analise do mTOR total e fosforilado.
Esse gel foi previamente hidratado com tamp&o de corrida, submetido a uma corrente de 110
V por 10 min. Em seguida, 20 pL de amostra, e também de marcador de peso molecular,
foram aplicados em cada pogo e submetidos a uma corrente de 110 V por aproximadamente
2h.
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Transferéncia para membrana de PVDF

Apo6s a eluicdo do gel de acrilamida, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF), previamente ativada com metanol. Foi
montado o que ¢ chamado de “sanduiche” - gel em contato com a membrana. Para que a
transferéncia ocorresse, foi adicionado tampéo de transferéncia e aplicada uma corrente de 30
V overnight a 4 °C, utilizando cuba de transferéncia imida.

Bloqueio e incubagdo com anticorpos

A membrana foi submetida a blogueio em solu¢do bloqueadora 5 % (albumina de
leite); apds 1h, a membrana foi lavada por 3 vezes - 5 minutos cada - com tampéo salina de
tris com Tween® 20 (TBST pH 7,6), e foi incubada com anticorpo anti-AR (1:500), anti-
mTORt (1:1000) ou anti-mTORp (1:1000) em agitacéo a 4 °C overnight. Em seguida, apos 3
lavagens de 5 min com TBST, foi incubada com anticorpo secundério (Abcam) em uma
concentragdo 1:5000, por 1 h. Foi aplicado ECL PRIME (GE) por 5 min (esse reagente
contétm o substrato para enzima ligada ao anticorpo secundario). A reacdo de
guimioluminescéncia foi registrada utilizando um fotodocumentador. Etsa mesma membrana
foi lavada com tampdo de stripping - glicina, dodecilsulfato de sédio (SDS), Tween 20 (para
retirar os anticorpos) pH 2,2 e reincubada com anticorpo primario anti-GAPDH com
concentracdo de 1:1000 overnight a 4 °C e o anticorpo secundario anti-goat, com
concentracdo 1:5000 (por 1 h). Foi aplicado o ECL PRIME e revelado. A quantificacdo das

bandas de proteinas foi feita utilizando o software imageJ®.

3.1.4 Anélise Estatistica

O teste estatistico empregado para citotoxicidade/viabilidade celular e western blotting
foi a analise de variancia (ANOVA), seguida do teste post-hoc de comparacdes multiplas de
Tukey. Para as curvas dose-resposta foi feita regressdo néo linear, com variavel slope da dose
de inibicdo versus resposta e calculo da ICsy. Para todas as andlises, foi empregado o
programa GraphPadPrism® versao 5.0 para Windows. O critério de significancia para todas

as analises foi p < 0,05.
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3.2 METODOS GERAIS PARA ESTUDO QUIMICO

3.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cada fracionamento as fracdes e subfracdes obtidas foram monitoradas por meio de
CCD. Foi utilizada placa de silica gel de 0,2 mm de espessura, DC-Fertigfolien
POLYGRAM® SIL G (MACHEREY-NAGEL) na qual as amostras foram aplicadas com uso
de capilares. Os pontos de aplicacdo foram 1 cm acima da parte inferior da placa, a 2,5 mm
uns dos outros. Em seguida, as amostras foram eluidas com diferentes solventes, com mistura
de hexano e acetato de etila (9:1, 8:2, ou 7:3), bem como cloroférmio. Os cromatogramas
foram visualizados em camara de luz ultravioleta, no comprimento de onda de 365 nm, e
posteriormente reveladas com reagente de deteccdo, anisaldeido/acido sulfarico.

O reagente anisaldeido/acido sulfarico é utilizado para deteccdo de terpenos,
esteroides, prostaglandinas, carboidratos, fendis, glicosideos, sapogeninas, antibi6ticos e
micotoxinas. Foram preparadas as solucfes estoques denominadas solu¢do A (solucdo de
anisaldeido 2% em 4acido acético; solucdo B (solucdo etandlica de acido sulfurico 20%). A
placa cromatogréafica foi borrifada com as soluces A e B respectivamente e em seguida foi
aquecida com auxilio de secador serigrafico até o surgimento das bandas. (RODRIGUES,
2015)

3.2.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

A fim de identificar os compostos presentes em uma fracdo, essa foi submetida a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, por meio de Cromatografo a Gas
acoplado a Espectrometro de Massas da marca Agilent®, cromatégrafo 6890N Network GC
System, analisador SIMDIS D7169 AC, Analytical Controls. As analises foram realizadas no
Laboratorio de Cromatografia, no Ndcleo de Competéncias em Quimica do Petréleo (NCQP),
da Universidade Federal do Espirito Santo.

O método de analise seguiu as seguintes condicdes: temperatura do forno da coluna:
40 °C; temperatura de injecdo: 290 °C; modo de injecgéo: split 50; tempo de espera: 1 min;
modo linear de controle de fluxo de gés; pressdo 12,435 psi; fluxo na coluna: 1,0 mL/min;
purga: 3,0 mL/min. A analise iniciou a 40 °C, com aumento linear de 5 °C/min, até atingir 240
°C. Imediatamente, aumento linear de 30 °C/min, até atingir 310 °C, mantendo nesta Ultima
temperatura por 20 min. Tempo final de corrida: 63,3 min. Faixa de massas do detector: 50-
500 (m/z).
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Os sinais identificados foram comparados com a biblioteca disponivel no programa
AMDIS/NIST MS®, 112 edicdo, e atribuidos a compostos conhecidos, de acordo com o perfil

de fragmentacéo.

3.2.3 Ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e de **C

Para identificar os compostos, as fragdes ou compostos isolados foram submetidos a
RMN. Os espectros de RMN foram obtidos no Instituto de Quimica da Universidade de
Brasilia, usando um equipamento a 600 MHz da marca Bruker, modelo magneto ascend 600,
console avance |1l HD, operando a um campo magnético de 14 T. Foram obtidos espectros de
RMN de *H e de **C, bem como foram feitos experimentos DEPT-135. As amostras foram
diluidas em cloroférmio deuterado (CDCls, Sigma Aldrich). Como padrédo interno foi usado
tetrametilsilano (TMS).

Os deslocamentos quimicos e as constantes de acoplamento foram expressos em ppm
e Hz, respectivamente. DEPT 135 foi gerado para a identificacdo de carbonos metinicos (-
CH); metilénicos (-CH,) e metilicos (-CHs); os carbonos quaternarios ndo estdo ligados a

hidrogénio e, portanto, ndo aparecem nesse espectro.

3.2.4 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

A cromatografia preparativa foi utilizada para separacdo de compostos presentes em
determinada fracdo. Foram preparadas placas de silica gel 60G (F254 -Fluka) fixada em
suporte de vidro de 10 cm por 7 cm, com 0,5 mm de espessura, e ativadas a 110 °C por 1 hora.
As amostras foram aplicadas com uso de capilares e eluidas com mistura hexano e acetato de
etila na proporcéo 8:2. Os cromatogramas foram visualizados em camara de luz ultravioleta,
no comprimento de onda de 365 nm e posteriormente apenas o primeiro ponto foi revelado
com reagente de deteccdo anisaldeido/acido sulfurico, para uma referéncia.. As bandas das
amostras foram raspadas, suspendidas em cloroformio e filtradas para retirada da silica. As
amostras foram monitoras por meio de CCD para avaliar a pureza e enviadas para analise por
RMN.

3.2.5 Lavagem de amostras com solvente (tentativa de purificacéo)
Para purificacdo, as amostras foram solubilizadas com metanol. Assim foram obtidas 2

fases, soluvel em metanol e insoltvel em metanol, separadas por decantagéo.
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3.3 PARTE EXPERIMENTAL

3.3.1 Obtencéo do extrato bruto da Pouteria ramiflora

Para a obtencao do extrato bruto da Pouteria ramiflora, o material botanico, galhos e
caule foram coletados em junho de 2015, de individuos localizados no campus Darcy Ribeiro
da Universidade de Brasilia, Distrito Federal, Brasil. A espécie foi identificada pelo Prof. Dr.
Christopher W. Fagg e uma exsicata foi depositada no herbario da Universidade de Brasilia
(UB) sob o numero UB 3671. Inicialmente, os galhos foram reduzidos a tamanhos adequados
a posterior pulverizacdo e o material foi mantido a temperatura ambiente até umidade residual
de 7,63%. O teor de umidade foi determinado utilizando uma balanca determinadora de
umidade por infravermelho (modelo 1VV2000-Gehaka).

O material foi pulverizado em moinho de facas e o p6 foi submetido a tamiz n° 0,01. O
material botanico pulverizado (2250 g) foi submetido a extracdo por maceracao, por duas
vezes, durante nove dias, utilizando hexano como solvente. Apds decantacdo, as solucBes
extrativas foram concentradas sob vacuo em rotoevaporador (Heidolph - Hei-VAP
Advantage, ML, G1), sob temperatura de aproximadamente 40 °C a 50 rpm. O extrato
concentrado foi transferido para um frasco previamente pesado e mantido em banho-maria
para eliminacdo de qualquer resquicio de solvente, resultando em extrato bruto hexanico (34
g, rendimento 1,5%).

3.3.2 Filtracdo em silica

Para separacdo preliminar do extrato bruto, foi feita uma filtracdo em silica utilizando
funil sinterizado de didmetro 9,70 cm e altura 4 cm. Sobre papel filtro e algoddo, foi
adicionada silica gel 60 (Merck), em uma camada de 6 cm de altura, sobre a qual 30,4 g da
amostra (extrato hexanico bruto) previamente incorporada a silica, foi agregada. A amostra
foi submetida a eluicdo, utilizando solventes de polaridade crescente a saber: hexano 1 L,
hexano:acetato de etila (1:1) 3 L, acetato de etila 0,5 L, acetato de etila:metanol (1:1) 1 L,
metanol 1 L. ApoOs eliminagdo do solvente em rotoevaporador, foram obtidas 5 fragdes,
conforme apresentado na Tabela 1.

Cada fracdo foi submetida a teste de citotoxicidade conforme descrito no item 3.1.2.
Para cada uma das fracGes foi obtida uma curva dose-resposta, utilizando as seguintes
concentragdes 1000, 750, 500, 300, 100, 50 pg/mL.
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Tabela 1 - Rendimentos das fragcbes do extrato hexanico de caule de Pouteria ramiflora
obtidas por meio de filtragdo em silica.

Fracao Solvente Utilizado massa (q) Rendimento* (%)
Fhex hexano 0,75 2,5
Fhex:AcOEt hexano:acetato de etila 26,97 88,8
11
FACOEt acetato de etila 0,14 0,5
FACOEt:MeOH acetato de etilametanol 0,4 1,3
1:1
FMeOH metanol 0,96 3,2

*rendimento em relacdo & quantidade de extrato bruto utilizado (30,49). 3,7% foi retido na silica. F: fracdo; hex:
hexano; AcOEt: acetato de etila; MeOH: metanol

3.3.3 Cromatografia em coluna (CC)

A fracdo Fhex:AcOEt foi submetida a separacdo por cromatografia em coluna. Foi
preparada uma coluna com altura de 51,2 cm e 5 cm de didmetro, utilizando como fase
estacionaria silica gel 60 (0,063-0,2 mm) (Merck). A amostra foi constituida de 20 g da fracdo
definida para o estudo quimico, incorporados a silica gel 60. O inicio da eluicdo deu-se com a
adicdo de hexano, com coleta das fracdes em volumes de 250 mL, a um fluxo de 250 mL a
cada 30 min, totalizando 649 fracGes. As fracOes coletadas foram concentradas em
rotoevaporador e monitoradas por meio de CCD, como descrito no item 3.2.1. FracGes com
perfil cromatografico semelhante foram reunidas, totalizando 46 grupos de fracdes. Durante o
processo de separacdo por CC, entre as fracGes 57-59 e 64-65 houve a precipitacdo de um
solido branco que foi coletado e separado para analise posterior. As informacgoes referentes as
fragdes estdo apresentadas na Tabela 2.

Todos os grupos de fragcdes foram submetidos a ensaio de citotoxicidade, conforme

descrito no item 3.1.2.
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Tabela 2 - FracgOes obtidas da fragdo hex:AcOEt por Cromatografia em Coluna.

Grupo Sub-fracGes Eluente Massa (g) Rendimento (%0)
1 1-35 hex 0,0822 0,41
2 36 0,0416 0,21
3 37 0,9159 4,58
4 38-41 5,0741 25,37
5 42-46 0,1825 0,91
6 47-49 0,0434 0,22
7 50-54.1 0,0594 0,30
8 52.2-56 0,0812 0,41
9 57-63 0,0937 0,47
10 64-68 0,0756 0,38
11 69-81 hex:AcOEt (9,5:0,5) 0,1147 0,57
12 82-106 2,5448 12,72
13 107-118 1,1935 5,97
14 119-125 0,9554 4,78
15 126-130 0,5789 2,89
16 131-135 0,2293 1,15
17 136-147 0,5796 2,90
18 148-159 0,3476 1,74
19 160-182 0,9475 4,74
20 183-276 2,8433 14,22
21 277-317 hex:AcOEt (9,5:0,5)/303 (9:1) 0,5029 2,51
22 318-340 0,8608 4,30
23 341-357 0,5501 2,75
24 358-391 hex:AcOEt (9:1) 0,5175 2,59
25 392-398 0,0453 0,23
26 399-405 0,0788 0,39
27 406-411 0,0601 0,30
28 412-419 0,3681 1,84
29 413.2-417.2 0,1056 0,53
30 420-428 hex:AcOEt (8:2) 0,2296 1,15
31 429-436 0,1516 0,76
32 437-444 0,1081 0,54
33 445-452 0,0539 0,27
34 453-484 hex:AcOEt (8:2)/ 472 (7:3) 0,5304 2,65
35 485-512 hex:AcOEt (7:3)/ 506 (6:4) 0,2318 1,16
36 513 . . 0,0282 0,14
37 514-516 hex:AcOEL (6:4) 00489 024
38 517-540 hex:AcOEt (6:4)/ 539 (5:5) 0,2365 1,18
39 541-574 564 hex:AcOEt (5:5) 0,2292 1,15
40 575-589 hex:AcOEt (3:7) 0,3665 1,83
41 590-613 hex:AcOEt (2:8) 0,2243 1,12
42 614-643 AcOEt/ (AcOEt:MeOH) 0,2126 1,06
43 645 0,4888 2,44
44 646.2-648.2 0,0564 0,28
45 646-649 I8l 0,3862 1,93
46 648 0,1844 0,92
47 57-59 0,0213 0,1065
48 64-65 e S 00099  0,0495

*rendimento em relacéo a quantidade de fracdo utilizada (20 g); hex: hexano; AcOEt: acetato de etila; MeOH:

metanol.
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3.3.4 Isolamento e identificacdo de compostos

3.3.4.1 Grupo 4

Por meio do perfil em CCD, conforme item 3.2.1, foram observadas varias manchas
com coloracdes diferentes, roxas, azuis e esverdeadas, mostrando que essa fracdo apresentava
grande complexidade. Na tentativa de purificacdo e isolamento de compostos, esta fracdo foi
submetida a lavagem com metanol (conforme item 3.2.5); assim foram obtidas 2 partes, uma
fracdo insoluvel em metanol denominada 4a (42,7 mg) e outra soluvel em metanol,
denominada 4b (4,5 mg).

A andlise por CCD mostrou que a fracdo 4a apresentava-se menos complexa, em
comparacao a fracdo 4b e, devido a pequena quantidade de 4b, apenas 4a foi enviada para
analise em CG-EM e RMN, denominada PRO1. Em seguida, a fracdo 4a foi submetida a
cromatografia preparativa, conforme descrito no item 3.2.1, por meio da qual foi obtido 42,7

mg de um composto purificado, denominado PRO2.

3.3.4.2 Grupo 8

Na tentativa de purificacdo e isolamento de compostos, o grupo 8 foi submetido a
lavagem com metanol (conforme item 3.2.5), sendo obtidas 2 fracdes, uma insoltvel em
metanol, 8a (34,4 mg) e outra solivel em metanol, 8b (10 mg). Por meio de analise em CCD,
conforme item 3.2.1, foi observado que a fracdo 8a apresentava uma Unica mancha, de cor
arroxeada. Essa fracdo entdo recebeu a denominacdo de PRO3 e foi enviada para analise por
CG-EM e RMN.

3.3.4.3 Precipitado entre as subfracdes 47 (57-59) e 48 (64-65)

O solido branco precipitado durante a elui¢do das subfraces 57-59 (21,3 mg) e 64-65
(9,9 mg), mostrou, por CCD, apenas uma mancha de cor arroxeada, e foi denominada PR0A4.
A amostra foi enviada para analise por RMN.

Os compostos purificados foram submetidos a avaliagcdo da atividade citotoxica por

MTT, como descrito no item 3.1.2.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O céncer de prostata € um problema de satde publica em todo o mundo, considerando
sua alta prevaléncia. A terapéutica disponivel pode apresentar diversos efeitos colaterais e
ainda ser insuficiente. Assim, grande € o numero de estudos que buscam novos agentes
terapéuticos, e as plantas sdo uma rica fonte de compostos com potencias atividades
antitumoral.

Em estudo anterior realizado pelo nosso grupo, utilizando extrato hexanico bruto de
caule e galhos de Pouteria ramiflora foi demonstrada a atividade citotoxica de forma seletiva
para a linhagem de adenocarcinoma de préstata humano sensivel a andrégenos (LNCaP)
quando comparada a linhagem controle provenientes de queratinécitos normais (HaCat)
(CARDQOSO, 2014). O tipo de solvente utilizado (de baixa polaridade) levou a extracdo de
terpenoides, esteroides e outros compostos de baixa polaridade.

Os terpenos sdo uma extensa classe de compostos que podem ser classificados em
grupos, a saber, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterpenos, triterpenos, entre
outros, de acordo com a quantidade de unidades de isoprenos (CsHg) acopladas, geralmente
em cabeca-cauda. Os triterpenos sdo compostos de seis unidades de isopropeno com férmula
molecular base de CsoHys, € estdo largamente distribuidos no reino vegetal (BRESOLIN;
CECHINEL-FILHO, 2010).

Os triterpenos apresentam diversas atividades bioldgicas ja descritas, tais como
anticancerigena e anti-inflamatéria. Em 1976, foi descrito o primeiro triterpeno com atividade
anticancer, o acido betulinico, que causava inibicdo do crescimento da linhagem celular de
leucemia linfocitica P-388 (TRUMBULL et al., 1976).

Desde entdo cresceu 0 numero de pesquisas a respeito dos triterpenos devido seu
potencial citotdxico mostrado em diferentes tipos de linhagens celulares tumorais, incluindo
linhagens de adenocarcinoma de préstata. Uma série de estudos mostrou que certos
triterpenos sdo capazes de prevenir a tumorigénese, inibir a proliferagdo de células cancerosas
in vitro e in vivo, inibir a progressdo, metastase e angiogénese, induzir apoptose, induzir a
autofagia e parada do ciclo celular e promover alteracbes em diversas vias de sinalizagédo
antitumorais (SALVADOR et al., 2017).

Alguns triterpenos como o licopeno, celastrol, acido betulinico, acido ursélico, acido
3-oxotirucalico, acido 3a-acetoxitirucalico e &cido 3p-acetoxitirucalico, apresentaram

atividade citotoxica em linhagens celulares de cancer de préstata, mostrando o potencial para
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descoberta de novos agentes terapéuticos para o cancer de prostata por meio de compostos da
classe dos triterpenos (MATUS; ROMAN; ZINIGA-HERNADEZ, 2011).

4.1 Biomonitoramento das fragdes oriundas do extrato bruto hexanico de caule e
galhos de Pouteria ramiflora

Por meio de filtragdo em silica do extrato bruto de caule e galhos da Pouteria
ramiflora (item 3.3.2), foram obtidas 5 frac6es (Tabela 1). O extrato bruto e as fragdes foram
submetidos a avaliacdo da atividade citotoxica, conforme o item 3.1.2. Dentre as 5 fracGes
obtidas as fragdes 2 (hex:AcOEt), 3 (AcOEt), 4 (AcOEt:MeOH), mostraram-se citotoxicas em
linhagem de células de adenocarcinoma de prdstata, conforme apresentado na Figura 4 e na
Tabela 3.

Figura 4 - Curvas dose-resposta das fragdes oriundas do extrato hexanico de Pouteria
ramiflora em linhagem celular de adenocarcinoma de prostata humano (LNCaP).
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O percentual de morte celular (%) foi calculado em relagdo ao controle DMSO/Etanol 2:3, utilizado como
solvente. F1 (hex), F2 (hex:AcOEt), F3 (AcOEt), F4 (AcOEt:MeOH), F5 (MeOH). Concentrages utilizadas
foram 50, 100, 300, 500, 750, 1000 pg/mL, 24 e 48h. H: hexanico. Hex: hexano; AcOEt: acetato de etila;
MeOH: metanol.
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Tabela 3 — ICsy obtido por meio de curva de dose-resposta em linhagem de células de
adenocarcinoma de prdstata humano.

Fracdo IC50-24h I1C50-48h Rendimento* (%0)
Fhex NC 289,4 2,5

Fhex: AcOEt 251,8 49,5 88,8

FACOEt ~54,7 ~86,9 0,5

FacOEt:MeOH 127,4 64,3 1,3

FMe 802,7 974,2 3,2

ICso: concentragdo inibitéria de 50% da viabilidade celular em pg/mL (intervalo de confianca de 95%);
~:aproximadamente; em vermelho fracdo selecionada para separagdo em coluna cromatografica.F: fracdo; Hex:
hexano; AcOEt: acetato de etila; MeOH: metanol. NC: ndo calculado. *rendimento em relagdo a quantidade de
extrato bruto utilizado (30,390).

A fracdo 2 (Fhex:AcOEt) mostrou atividade dose-dependente nos tempos 24 e 48h em
linhagem celular de adenocarcinoma de prostata humano sensivel a androgenos (LNCaP),
com menor concentracao necessaria para inibir 50% da viabilidade celular (ICso = 49,5 pg/mL
em 48h, Tabela 3). E maior rendimento conforme mostrado na Tabela 1. Assim, foi

selecionada para dar continuidade ao estudo quimico biomonitorado.

4.2 Atividade biologica das fracdes oriundas da fracdo hexano:acetato de etila
obtidas por coluna cromatografica

Parte da fracdo 2 (Fhex:AcOEt, 20 g) foi submetida a separacdo por coluna
cromatografica, por meio da qual foram obtidos 46 grupos de fracdes e dois precipitados (47 e
48). Todas as fracBes foram submetidas a teste de atividade citotoxica e, dentre elas, 12
grupos apresentaram resposta citotoxica maior que 70% em 48h de tratamento,
estatisticamente significativas (Tabela 4 e Figura 5A),

Dessa forma, para dar continuidade ao estudo quimico biomonitorado por atividade
biologica, foram selecionados 2 grupos de fracdes — Grupo 4 e Grupo 8- considerando a
citotoxicidade apresentada e o rendimento obtido (Tabela 2). O grupo 4 foi selecionado
devido a sua atividade citotoxica ser superior a 70% em 48h, bem como ter o mais alto
rendimento, viabilizando, assim, a continuidade do estudo. A fracdo 8 foi selecionada por,
além de sua resposta ao ensaio bioldgico mostrar atividade citotoxica superior a 70 %,
apresentar um perfil cromatografico, por CCD, aparentemente de baixa complexidade, com

potencial de obtencdo de compostos isolados (Tabela 4 e Figura 5B).
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Tabela 4 — Porcentagem de viabilidade celular apés tratamento com as fracdes obtidas por
CC em linhagem celular de adenocarcinoma de prostata humano.
Grupo % 24h % 48h Grupo % 24h % 48h

2 38,75 32,41 25 52,39 46,95

4 50,59 28,59 27 60,91 58,60

6 42,97 25,87 29 56,28 33,39

8 45,71 24,81 31 52,45 83,09

10 44,82 27,99 33 31,36 37,08

12 41,17 28,69 35 44,96 40,86

14 44,21 41,15 37 38,26 29,11

16 114,46 43,01 39 33,75 33,80

18 37,77 22,66 41 35,89 38,33

20 37,83 30,84 43 55,24 36,10

22 49,29 40,36 45 54,62 32,57

%: Porcentagem de células viaveis em 24 e 48h; concentracdo das fragdes utilizada para o tratamento:
500ug/mL; as fracBes com a viabilidade celular menor que 30% estdo identificadas em vermelho. O grupo 4 e 8
foram selecionados para analises posteriores.



Figura 5 — Grupos de fracdes 4 e 8, obtidos por cromatografia em coluna da fracdo hex-
AcOEt do extrato hexanico de caule de Pouteria ramiflora.
A) B)

B 24n
O 48n

viabilidade celular (%)

Controle G4 G8 G4 G8

G4 G8

A) A viabilidade celular foi calculada de acordo com o controle DMSO/Etanol 2:3 (solvente); A concentracdo
das fracGes utilizada para o tratamento: 500ug/mL em 24 e 48h. Os experimentos foram realizados em triplicata;
* Valor de P<0,05 calculado por meio de Prisma® 5.0 utilizando analise de variancia One-Way Anova com pds-
teste de Tukey. B) CCD das fracGes 4 e 8, eluente: hex: AcOEt 9:1; revelador: reagente anisaldeido/ acido
sulfarico/aquecimento. hex: hexano; AcOEt: acetato de etila. G4: grupo 4 e G8: grupo 8.

4.3 Estudo quimico biomonitorado da fracéo insoltvel em metanol do grupo 4 (PR01)
O PRO1, obtido por lavagem com metanol (item 3.2.5) do grupo 4 (item 3.3.4.1),
apresentou-se como um s6lido esbranquicado, soltvel em cloroférmio e foi submetido a

anélise por CG-EM e RMN para identificacdo de compostos.

4.3.1. Analise por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono (RMN de
He 13C)

O PRO1 foi submetido & anélise por RMN de *H e *3C. Considerando o nimero de
sinais observados no espectro de RMN de **C (Figuras 6 e Tabela 5), o PRO1 corresponde a
uma mistura. Contudo, foi possivel observar a presenca de deslocamentos quimicos
caracteristicos de triterpenos do tipo oleano (6121,6 e 5145,2 respectivamente, Figuras 6 e 9)
e lupano (8150,9 e 6109,3, respectivamente, Figuras 6 e 9) (MAHATO; KUNDU, 1994).
Ainda, foi possivel observar sinais referentes a um grupo acetila (6173,9, Figuras 6 e 9 e
620,9 - Figura 7), sugerindo que ao menos um dos triterpenos estivesse na forma de acetato.

Os espectros foram ampliados para melhor identificacdo dos sinais presentes (Figuras 7, 8 e
9).
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Figura 6 - Espectro de RMN de **C da frac4o insoltvel em metanol do grupo 4, PRO1 (150
MHz, CDCls)
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Figura 7 - Espectro de RMN de **C da frac&o insoltvel em metanol do grupo 4, PRO1 (150
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Figura 8 - Espectro de RMN de **C da frac4o insoltvel em metanol do grupo 4, PRO1 (150
MHz, CDCl3). Ampliagéo da regido 34-55 ppm.
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Figura 9 - Espectro de RMN de **C da fracdo insoltivel em metanol do grupo 4, PRO1 (150
MHz, CDCl3). Ampliagéo da regido 64-178 ppm.
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A anélise do espectro de RMN de *H (CDCls, 600 MHz, Figuras 10 e 11) mostrou, na
regido entre 60,8 e 62,6, um perfil caracteristico de compostos triterpénicos. Na expansao da
regido entre 80,78 e 81,55 podem ser observados sinais correspondentes a hidrogénios
metilicos e metilénicos dos esqueletos citados. Em 61,71 foi observado um simpleto, atribuido
aos hidrogénios do grupo metila em C30 do esqueleto lupano; além disso, foram observados
sinais em 64,72 e em 64,58, atribuidos aos hidrogénios olefinicos da dupla terminal do
esqueleto lupano, bem como e um tripleto em 85,20 foi atribuido ao hidrogénio olefinico em
C12 dos ursano (GASCA et al., 2017; SILVA et al., 2016).

Figura 10 - Espectro de RMN de *H da frago insoltvel em metanol do grupo 4, PRO1 (600
MHz, CDCls)
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Figura 11 - Espectro de RMN de **C da fracdo insolivel em metanol do grupo 4, PRO1 (150
MHz, CDCl3). Ampliagé&o.
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Tabela 5 - Dados de RMN de **C do PRO1 (grupo 4) em comparacdo com os dados

reportados na literatura.

C PRO1 B- PRO1 Acetato de  PRO1 Lupeol® PRO1 Acetato de
amirina® B-amirina’ lupeila®
1 38,3 38,7 38,2 38,2 38,4 38,7 38,4 38,6
2 27,4 27,3 26,9 26,6 27,4 27,4 20,9 21,7
3 80,6 79,0 80,6 80,9 80,6 78,9 80,6 81,2
4 38,4 38,8 37,7 37,7 38,4 38,8 38,0 38,0
5 55,2 55,3 55,2 55,2 55,4 55,3 55,4 55,6
6 18,3 18,5 18,3 18,2 18,3 18,3 18,3 18,4
7 32,6 32,8 32,6 32,6 34,2 34,2 34,2 34,4
8 38,4 38,8 38,4 38,4 40,8 40,8 41,0 41,0
9 47,5 47,7 47,5 47,5 50,3 50,4 50,3 50,5
10 37,7 37,6 36,8 36,8 37,1 37,1 37,2 37,3
11 23,6 23,6 23,6 23,6 20,9 20,9 20,9 21,1
12 121,6 121,8 121,6 121,6 25,1 25,1 23,7 24,0
13 145,2 145,1 145,2 145,2 38,0 38,0 36,8 36,2
14 41,7 41,8 41,7 41,7 42,8 42,8 43,0 43,0
15 26,1 26,2 26,1 26,1 27,4 27,4 25,2 25,3
16 27,2 27,0 26,9 26,9 35,6 35,5 35,7 35,8
17 32,5 32,5 32,6 32,9 43,0 43,0 43,0 43,2
18 47,5 47,4 47,2 47,1 48,3 48,2 48,0 48,5
19 46,8 46,9 46,8 46,8 47,9 47,9 48,3 48,2
20 31,1 31,1 31,1 31,0 150,9 150,9 150,9 151,2
21 34,8 34,8 34,7 34,7 29,8 29,8 29,8 30,0
22 37,1 37,2 37,1 37,1 40,8 40,0 40,8 40,2
23 28,0 28,2 28,0 28,0 28,0 28,0 27,4 27,6
24 15,5 15,5 15,5 15,5 15,5 15,4 16,6 16,7
25 16,6 16,6 15,5 15,7 16,2 16,1 16,0 16,4
26 16,8 16,9 16,8 16,8 15,9 15,9 16,2 16,2
27 25,9 26,0 25,9 25,9 14,5 14,5 14,5 14,7
28 28,4 28,4 28,4 28,3 18,0 18,0 18,2 18,2
29 33,3 33,3 33,3 33,3 109,4 109,3 109,4 109,6
30 23,6 23,6 23,6 23,6 19,3 19,3 19,3 19,5
31 173,69 170,9 173,69 171,3
32 38,4 38,4 28,1 28,2

TMAHATO; KUNDU, 1994; “SOUSA, 2001; *JAMAL et al., 2008;

4.3.2 Analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

do PRO1

Para determinar a real composi¢do da substancia PRO1, a mesma foi submetida a

analise por CG-EM de acordo com o item 3.2.2. No caso de compostos de natureza

triterpénica ou esteroidal, principalmente compostos em misturas que ndo podem ser isolados

de forma apropriada, a interpretacdo do espectro de massas é muito Util. O cromatograma

obtido por CG-EM mostrou a presenca de 5 picos (Figura 12), dos quais aquele em tempo de

retencdo (tR) igual a 50,94 foi o mais proeminente. Os dados obtidos da analise por CG-EM

foram comparados com os do banco de dados NIST (National Institute of Standards and

Technology), conforme apresentado na Tabela 6.
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Figura 12 - Cromatograma obtido por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas de PRO1 (IE, 70eV)
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Eixo X: tempo de retencdo: Eixo Y: intensidade do compostos presente na amostra.

Tabela 6 - Resultados encontrados na analise por CG-EM do PROL1.

Tempo de retencdo  Composto M+ Fragmentacéo abundancia (%)

- 219, 218, 203, 119,
49,01 min -amirina 424 7,88
109, 95, 93, 81, 69, 55

205, 216, 298, 157,

49,51 min lupeol 424 406, 271, 404, 169, 11,14
274, 295
219, 218, 203, 189,
acetato de 3 -
50,49 min - 468 119, 107, 105, 95, 81, 54,96
amirina
69
acetato de 189, 135, 121, 119,
51,01 min 468 13,03
lupeila 109, 107, 95, 93, 81, 69
. L 125, 123, 109, 107, 96,
51,66 min friedelina 426 12.98

95, 81, 69, 67, 55

M+: fon molecular referente a massa total do composto.

4.3.2.1 Analise da Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas de PR01
(tempo de retencdo 49,01 min e 50,49 min)

A substancia com tempo de retencdo 49,01 min, de acordo com a biblioteca NIST, foi
sugerida como sendo olean-12-en-3-ona (f-amirina), conforme mostrado na Figura 13. O
sinal referente ao fragmento da massa molecular (426) nédo foi observado, sendo observado

M™ 424. Os sinais de fragmentacdo mais abundantes m/z 218 (pico base 100%), 203, 189,
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109 e 95 sdo compativeis com aqueles caracteristicos de triterpenos do tipo amirina. A
diferenca na abundancia entre 203 e 189 caracteriza o tipo alfa (ursano) ou beta (oleanano), o
sinal 189 menos intenso do que 189 é caracteristico de esqueleto oleanano (BASAR, 2005).

A fragmentacdo correspondente ao pico em tempo de retencdo 50,49 min (Figura 14)
mostrou-se muito semelhante aquela referente ao tempo de retencéo 49,01 min (Figura 13). O
fragmento m/z 408, correspondente a perda do grupo acetila.

Figura 13 - Espectro de massas referente ao pico no tempo de retencdo 49,01 min. obtido por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria massa de PRO1 (IE, 70eV)
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Vermelho: perfil de fragmentacdo do PRO1; azul: substancia referéncia do NIST. Quando comparados mostra o
perfil de fragmentacdo da B-amirina. Picos marcados séo caracteristicos de esqueleto oleanano.

Figura 14 - Espectro de massas referente ao pico no tempo de retencdo 50,49 min. obtido por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria massa de PRO1 (IE, 70eV)
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Vermelho: perfil de fragmentacdo do PRO1; azul: substancia referéncia do NIST. Quando comparados mostra o
perfil de fragmentac&o do acetato de B-amirina. Pico marcado € caracteristicos da perda do grupamento acetila.
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4.3.2.2 Andlise da Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas de PR01
(tempo de retencdo 49,41 min e 51,01 min)

A substancia com tempo de retencdo 49,51 min, foi sugerida pelo banco de dados
NIST, como sendo lupeol. Comparando os dados com a literatura, a presenca dos sinais de
fragmentacdo mais abundantes m/z 205, 189, 218, 204, 203, 424, 409, 381 sdo caracteristicos
desse composto (SHIOJIMA, 1992). O pico-base (m/z 218, 100%) corresponde a uma
clivagem nos carbonos C-8/C14 e C-9/C11 (SILVA, 2004; VILEGAS et al., 1997). O
espectro de massas pode ser observado na Figura 15.

No que se refere ao sinal no tempo de retencdo 51,01 min, o mais abundante, o padréo
de fragmentacdo (Figura 16) é muito semelhante aquele apresentado pela substancia
correspondente ao tempo de retencdo 49, 51 min (figura 15). A presenca do grupo acetila é

evidenciada pelo M" 468 e o fragmento m/z 408, correspondente & perda de um grupo acetila.

Figura 15 - Espectro de massas referente ao pico no tempo de reten¢édo 49,51 min. obtido por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria massa de PRO1 (IE, 70eV)
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Vermelho: perfil de fragmentacdo do PRO1; azul: substancia referéncia do NIST. Quando comparados mostra o
perfil de fragmentag&o do lupeol.
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Figura 16 - Espectro de massas referente ao pico no tempo de reten¢édo 51,01 min. obtido por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria massa de PRO1 (IE, 70eV)
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Vermelho: perfil de fragmentacdo do PRO1; azul: substancia referéncia do NIST. Quando comparados mostra o
perfil de fragmentac&o do acetato de lupeila.

4.3.2.3 Andlise da Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas de PR01
(tempo de retencdo 51,65 min)

A substancia com tempo de retencdo 51,65, foi sugerida pelo banco de dados NIST
como sendo, friedelina. Comparando os dados com a literatura, a presenca de sinais de
fragmentacdo mais abundantes m/z 55, 69, 81, 95, 109, 123, 205, 218, sdo caracteristicos
deste composto (Figura 17) (HIROTA, 1994).

Figura 17 - Espectro de massas referente ao pico no tempo de retencdo 51,65 min. obtido por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria massa de PRO1 (IE, 70eV)
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Vermelho: perfil de fragmentagdo do PRO1; azul: substancia referéncia do NIST. Quando comparados mostra o
perfil de fragmentacdo da friedelina.
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Figura 18 — Estrutura molecular dos compostos identificados no grupo PRO1.

R=H B—amirina

R =AcOEt acetato de B-amirina friedelina

&Z

H

RO

R=H lupeol
R = AcOEt acetato de lupeila

Foram identificados 5 compostos triterpénicos presentes no PRO1. Sendo eles, f-amirina, acetato de -amirina,

lupeol, acetato de lupeila e friedelina.

A B-amirina é, portanto, um dos constituintes do PR0O1 da fracdo ativa 4. Em estudos
anteriores, a B-amirina apresentou atividade citotoxica em algumas linhagens celulares de
cancer. Um estudo utilizando uma mistura de B- e a-amirina associada a cisplatina por 24h
em linhagem de células de cancer de bexiga (NTUB1) mostrou a reducdo da viabilidade das
células (LIN et al., 2011). Em outro estudo de citotoxicidade com as linhagens de cancer de
pulmdo A549 e leucemia promielitica aguda HL-60 essas substancias mostraram fraca
atividade com ICsy de 46,2 e 38,6 UM respectivamente. (THAO et al., 2010) Entretanto,

quando testadas em linhagens de cancer cervical (HeLa), mama (MCF7) e carcinoma
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epidermoide de pele (A431), foram inativas (CSAPI et al 2010), ou contrério de outro estudo,
no qual a B-amirina apresentou atividade citotoxica nas células MCF7 com ICs, de 10.089
pg/mL (EL-HALAWANY; OSMAN; ABDALLAH, 2018). B—Amirina apresentou atividade
citotoxica em linhagem CaCo-2, com ICso = 81 ug/mL por meio da inducdo a apoptose, e ndo
apresentou atividade contra hepatocarcinoma (HepG2) e células embrionarias de rim humano
(HEK293) (MAIYO; MOODLEY; SINGH, 2016).

Em estudos anteriores o lupeol apresentou atividade em linhagens de células de cancer
de prostata. Apresentou atividade citotoxica em linhagem celular de adenocarcinoma de
préstata resistente a androgenos PC3, causando parada do ciclo celular em G2/M, induzindo a
apoptose e suprimindo a expressdo de uma enzima relacionada ao reparo de DNA, uracil-
DNA glicosilase (UNG) (HUANG et al., 2017). O lupeol também apresentou efeito citotoxico
em ceélulas androgeno-resistente mesmo em baixas concentracoes, 5-50 pM (SALEEM et al.,
2009). O fato de sua atividade ocorrer em baixar concentragdes explica o fato de essa
substancia ndo precisar ser o componente principal da fragcdo ativa em nosso estudo.

Estudos com modelos in vivo (modelos de camundongos xenogréaficos com implantes
de tumores humanos) mostraram a especificidade de sua acdo para as células cancerigenas
guando comparadas com células normais da préstata (SALEEM et al., 2005;2009; PRASAD;
KALRA; SHUKLA, 2008). O que corrobora 0s nossos achados, pois a atividade do extrato de
Pouteria ramiflora foi 7,7 vezes mais seletiva para a célula de adenocarcinoma de prdstata
sensivel a andrégenos (LNCaP) do que linhagem de células controle queratindcitos normais
(HaCat) (CARDQOSO, 2014).

Um estudo computacional de interacdo com proteina demonstrou que o lupeol se liga
ao receptor de andrégenos por meio do dominio de ligacdo com o ligante (SALEEM et al.,
2009) Foi demonstrado que o lupeol é um antagonista competitivo pelo AR; se liga ao
dominio de ligacdo ao ligante e bloqueia o receptor, bloqueando também a interacdo AR-
genes responsivos, incluindo PSA, TIPARP, SGK e IL-6 e inibindo o recrutamento da RNA
polimerase Il. Esses efeitos podem, possivelmente, mediar a diminui¢cdo da expressdao do
receptor de andrégenos observada no presente estudo, considerando que pode ocorrer uma
interacdo direta entre o lupeol e 0 AR.

Além de sua interacdo com o AR, o lupeol possui outros mecanismo de agéo, inibindo
a formacdo de ROS (PRASAD; KALRA;SHUKLA, 2008), a sinalizagdo da via Wnt/B-
catenina e FAZ, os eixos GSK3p3, MMP-2, ERBB-2 e c-myc (SALEEM et al., 2005;2009) e
ainda, é capaz de resultar em parada do ciclo celular em G2/M (SALEEM et al., 2009).
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Com base nas atividades do lupeol, inclusive em céncer de prostata, com seu
mecanismo via receptor de andrégeno anteriormente descrito, pode ser inferido que o
composto lupeol presente em no grupo 4 pode ser responsavel, ao menos em parte, pela
atividade citotoxica, ndo descartando a possibilidade de o lupeol estar agindo de forma
sinérgica com outros triterpenos, pois 0s outros triterpenos presentes na fracdo também
apresentaram atividade anticancerigena em outras linhagens de diferentes canceres.

Vaérios estudos vém mostrando a atividade anticancerigena do lupeol e o mecanismo
de acdo envolvido nessa atividade, em diferentes tipos de linhagens celulares de cancer. No
cancer de pele, sua atividade esta envolvida com a modulagdo das vias de sinalizagao NF«xB e
PIBK/AKT (SALEEM et al., 2004). O lupeol inibiu crescimento de tumor metasttico de
melanoma de origem humano via modulacdo de proteinas Bcl-2 e Bax in vivo e in vitro, sem
causar toxicidade com a dose testada para os melandcitos humanos normais (SALEEM et al.,
2008).

O lupeol induziu a apoptose em células de leucemia promielitica HL-60
(ARATANECHEMUGE et al., 2004). Induziu morte de células de leucemia linfoblastica-T
CEM (ICsp =50 pM), cancer de mama MCF-7 (ICso = 50 uM), cancer de pulméo A-549 (ICs
= 50 uM), mieloma multiplo RPMI 8226 (ICso = 50 uM), cancer cervical HeLa (ICso = 37
puM), melanoma G361 (ICsop = 50 uM) quando tratados por 72h (CMOCH et al., 2008).
Também inibiu a proliferagdo de cancer de mama ERa negativo MDA-MB-231
(LAMBERTINI et al., 2005). Foi citotoxico em células de cancer de pancreas, inibindo a via
de sinalizacdo PI3K/AKT e NFkB (SALEEM, 2005). A alteracdo da via de sinalizacdo
PIBK/AKT justifica os achados do presente trabalho, pois foi observada a diminuicdo da
proteina mTOR total e fosforilada, uma vez que uma modulacdo ao nivel de AKT leva a
diminuicdo da ativacdo de mTOR.

Em estudo que avaliou a citotoxicidade de triterpenos nas linhagens celulares de
cancer de mama MCF7, célon DLD-1, pulmdo A549, ovario SK-OV-3 e cabeca e pescoco
FaDu, B-amirina ndo apresentou resposta citotoxica e o lupeol ndo foi solivel em DMSO
(MISHRA et al., 2016). Em contraste, lupeol apresentou atividade citotoxica MCF-7 (I1Cs de
22,6 uM) e Caco-2 (ICso de 10,7 uM), SW620 (ICs0= 1,99 uM) e KATO-III (ICs0= 1,95 uM)
sem qualquer atividade contra HEK293 (OGUNLAJA et al., 2018). Corroborando com estes
achados, outro estudo com o lupeol apresentou citotoxicidade em MCF-7, BHY, Miapaca-2,
Colo-205 abaixo de 50 uM (ZENG et al., 2015).
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Entretanto, em alguns casos os triterpenos lupeol, acetato de B-amirina, acetato de
lupeol e epifriedelanol ndo apresentaram atividade citotdxica; o valor de ICsq foi maior que 70
UM em linhagens DLD-1 e Caco-2, HepG2 (OGUNLAJA et al., 2018). Os compostos acetato
de B-amirina, acetato de lupeol e lupeol apresentaram baixa atividade citotdxica em linhagem
de céncer de ovario A2780 (CHATURVEDULA et al., 2002).

4.3.3 Isolamento de acetato de B-amirina (PR02)

O PRO1 foi submetido a cromatografia preparativa conforme item 3.2.4, dando origem
a um composto esbranquicado (41 mg), que foi submetido & analise por RMN de *H e *3C.

O espectro de RMN de *C (Figuras 19) mostrou a presenca de 32 sinais sendo que
621,3 e 56171,0 foram atribuidos a carbonos de um grupo acetila, além de sinais caracteristicos

de carbonos C12 e C13 (6121 e 5145, respectivamente) de compostos com esqueleto oleano.

Figura 19 - Espectro de RMN de **C de PR02 (125 MHz, CDCls)
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Eixo X: deslocamentos quimicos em ppm; eixo Y: intensidade normalizada.

O experimento DEPT-135 (Figura 20) permitiu identificar os sinais de 9 carbonos
metilicos, 10 metilénicos e 3 metinicos. Os outros 9 carbonos ndo aparecem no espectro de

DEPT-135 e portanto correspondem a carbonos quaternarios.
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O espectro de RMN de *H (Figura 21) mostrou sinal em §2,07 (correspon

dente a trés

hidrogénios do grupamento acetila), em 64,52 (1H, dd, J= 11,6 Hz) e 5,18 (1H, t, J= 3,5, H-

12), referentes a hidrogénios ligados a carbonos em ligacédo dupla, zlém de divers
regido entre 80,8 e 62,0. A comparacdo com dados da literatura (Tabela 7) mostro

correspondia ao acetato de 3-amirina (MAHATO; KUNDU, 1994).

Figura 20 - Espectro de RMN de **C de PRO2 (DEPT-135, 125 MHz, CDCls)
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Figura 21 - Espectro de RMN de *H de PR02 (600 MHz, CDCl5)

=5l

0.85- T

I i

74 7a e A 525 520 5.15
E Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)

= =
(.

I = ]
)
0.504
E ! 1 1
0.454 A
uuuuuuuuuuuuuu

T T T T T T T T
3 455 450 445 215 210 205 200 195 180 1.85
Chemioal Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)

—44
I
)
—1.99
—1.87

E S2& R LS = 5 Exwe

0.35 =T

E ' 150 126 1.00 075
0.153 Chemical Shift (ppm)

: L ohold

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 10 0.5

Eixo X: deslocamentos quimicos em ppm; eixo Y intensidade normalizada.

57



Tabela 7 - Dados de RMN de **C do PR02 em comparacdo com os dados reportados na

literatura.
C PRO2 acetato de B-amirina’ C PRO2  acetato de B-amirina®
1 38,29 38,2 17 32,51 32,9
2 26,95 26,6 18 47,26 47,1
3 80,96 80,9 19 46,81 46,8
4 37,74 37,7 20 31,10 31,0
5 55,28 55,2 21 34,76 34,7
6 18,28 18,2 22 37,16 37.1
7 32,62 32,6 23 28,06 28,0
8 38,29 38,4 24 1557 15,5
9 47,58 47,5 25 16,71 15,7
10 36,87 36,8 26 16,83 16,8
11 23,59 23,6 27 23,71 25,9
12 121,66 121,6 28 28,41 28,3
13 145,23 145,2 29 3334 33,3
14 41,73 41,7 30 2356 23,6
15 25,96 26,1 31 171,01 170,9
16 26,16 26,9 32 39,84 38,4

'MAHATO; KUNDU, 1994

Estudos anteriores mostraram algumas atividades bioldgicas do acetato de p-amirina,

qgue apresentou atividade anti-inflamatéria e quimiopreventiva (AKIHISA et al., 2010);

atividade citotoxica em diferentes linhagens de células cancerigenas com valores de ICs
menores do que 45 uM (MCF7, DLD-1, Caco-2, HepG2 CRL2120) e com menor atividade

citotoxica em linhagem controle de fibroblastos (KUETE et al., 2018)

Em outro estudo mostrou que este composto apresentou atividade citotoxica

significante, em baixas concentracfes de ICsg, contra linhagens de células cancerigenas, HL-
60 (leucemia) 14,6 + 1,3 uM, SK-OV-3 (ovario) 14,6 £ 1,3 uM, A549 (pulméo) 11,4 £ 0,9
UM, HT-29 (colon) 12,5 £ 1,1 uM (YAN DING et al.,, 2010). Em um estudo, mostrou
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citotoxicidade em linhagem celular de cancer de ovario humano A2780 (CHATURVEDULA
et al., 2002). Acetato de B—amirina também foi capaz de inibir a proliferacdo em linhagem
celular de mieloma B16-FO (CHAABANE et al., 2013).

Quando comparada a atividade f-amirina com acetato de f-amirina, o acetato de -
amirina apresentou resposta citotdxica mais potente, com menores valores de ICsy em
linhagens celulares como a HL-60 e A549; assim, a presenca do grupamento acetato parece
ter aumentado a atividade (YAN DING et al., 2010).

4.3 Western blot grupo 4.

Considerando o efeito citotoxico de mais de 70%, sustentado e dose-dependente do
grupo 4 em células LnCAP; e o fato de que a CCD (Figura 5B) ter indicado a presenca de
lupeol nessa fracdo, o qual j& foi descrito na literatura apresentando efeito citotoxico em
linhagem de cancer de prostata (SALEEM et al., 2009), foi realizado a um ensaio para avaliar
se 0 mecanismo relacionado a esse efeito envolveria alteracdo na expressdo do receptor de
andrdgenos (AR), principal fator envolvido na progressdo do cancer de prostata. E, ainda, se
essa fracdo seria capaz de modificar a expressao da proteina mTOR, relacionada aos canceres
de prostata resistentes.

Para tal, foi avaliada a expressao do receptor de andrégenos e da proteina mTOR (total
e fosforilada). O tratamento das células com o grupo 4 induziu a diminuicdo da expressdo do
AR e da expressdo de mTOR (reducdo da expressdao de mTOR fosforilado), as quais s@o

relacionadas a proliferacdo e sobrevivéncia celular (Figura 22 e 23).

Figura 22 - Quantificacdo da expressdao do AR em células LnCAP por westen blot ap6s 48h
de tratamento com o grupo 4.
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C:controle; T: tratamento 48h: AR: receptor de andrégenos; GAPDH: proteina constitutiva.
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Figura 23 - Quantificacdo da ativacdo de mTOR em células LnCAP por westen blot ap6s 48h
de tratamento com o grupo 4.
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C:controle; T: tratamento 48h: mTOR total: mammalian target of rapamycin total (inativo); mTOR fosforilado
(ativo) ; GAPDH: proteina constitutiva.

4.4 Caracterizacao do composto isolado da fracéo 8 (PR03)

O espectro de RMN de **C (Figuras 24) do composto isolado da fragdo 8 (PR03)
mostrou a presenca de 30 atomos de carbono na regido entre 610,0 e 872,0 (Tabela 8). O
espectro ndo mostrou sinais em campo baixo, indicando auséncia de carbonos sp2. O sinal em
872,0 é indicativo da presenca de grupamento hidroxila.

Com o espectro DEPT-135 (Figura 25) foi possivel identificar 8 sinais de carbono em
grupo metila, 11 sinais de carbono correspondentes a grupos metilénos e 5 sinais
correspondentes a carbonos metinicos. Os outros 6 carbonos ndo aparecem no espectro de
DEPT-135 e portanto correspondem a carbonos quaternarios (RODRIGUES et al., 2017).

Figura 24 - Espectro de RMN de 3C de PRO3 (125 MHz, CDCls)
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Figura 25 - Espectro de RMN de 3C de PRO3 (DEPT-135, 125 MHz, CDCls)
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O espectro de RMN de 'H (Figuras 26) mostrou sinal em 83,74 (J= 1,96 Hz, H-3),

correspondente a um hidrogénio carbindlico desblindado devido a eletronegatividade do

oxigénio préximo a ele (SILVERSTEIN et al., 1987), e a presenca de 8 sinais intensos entre

61,18 e 60,87, correspondentes a hidrogénios de grupos metila.

A comparacao dos deslocamentos quimicos apresentados pela amostra com dados da

literatura (KUNDU et al., 2000) mostrou sinais idénticos aqueles apresentados pelo triterpeno

epifriedelanol ja isolado de folhas de Pouteria ramilfora (extrato de folhas) (RODRIGUES et

al., 2016).
Figura 26 - Espectro de RMN de 'H de PRO3 (600 MHz, CDCls).
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O epifriedelanol, em nosso estudo, foi testado em concentragfes até 100 uM e néo
apresentou resposta citotoxica em linhagem de células de adenocarcinoma de prostata
humano. Esse resultado corrobora com outros estudos em que esse composto foi testado em
cinco linhagens de células tumorais (P-388 leucemia linfocitica, A-549 carcinoma de pulméo
humano, MCF-7 adenocarcinoma de mama humano, HT-29 adenocarcinoma de colon
humano e KB carcinoma de nasofaringe humano) e nenhuma atividade citotdxica foi
observada até a concentracdo de 10 pg/mL (GUO et al., 2010). Para as linhagens celulares
cancerigenas A549, LLC, HL-60, e MCF-7, nenhuma atividade foi encontrada até 150 uM
(THAO et al., 2010). Contra as linhagens K562 e K562/Adr foi inativo e apressentou
atividade baixa, respectivamente, devido a sua baixa solubilidade (MONKODKAEW et al.,
2009).

Em contraste aos estudos anteriores, o epifriedelanol apresentou atividade em duas
linhagens celulares de cancer (T4 linfoblastoides humano CEM-SS e cancer cervical Hela)
com valores de ICsy entre 3,54 e 11,45 ug/mL (PERUMAL et al., 2016). Em um estudo
avaliando a inibicdo do crescimento tumoral de Agrobacterium. tumefaciens usando o modelo
de disco de batata, o epifriedelanol apresentou 100% de inibicao nas concentracfes de 40 e 60
mg/disco, quando comparado a vincristina (KUNDU et al., 2000). Em outro estudo, o
epifriedelanol apresentou atividade citotoxica em cancer cervical via inducdo a apoptose
(YANG, FA, LI, 2016). Epifriedelanol isolado do extrato etandlico de Cayratia trifolia
mostrou ser o composto bioativo, alterando as vias tumorigénicas envolvendo HER2, EGFR e
CXCR4, sendo um potente agente anticancerigeno contra o cancer de ovario (PERUMAL et
al., 2016).

Figura 27 — Estrutura molecular do composto identificado no grupo 8 (PR03).

epifriedelanol
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Tabela 8 - Dados de RMN de *H, RMN de *C e DEPT do PR03 em comparac&o com 0s

dados reportados na literatura.

C PRO3 epifriedelanol*

C PRO3

epifriedelanol*

2 35,21 35,2

17 30,04 30,0

4 49,19 49,2

6 41,75 41,7

19 3557 35,6

21 32,84 32,8

8 53,21 53,2

23 11,63 11,6

10 61,38 61,4

o5 18,26 18,2

12 30,65 30,60

07 2013 20,1

! KUNDU et al., 2000.

4.5 Caracterizagdo do composto precipitado (PR04)

A anélise por CCD e RMN de **C e *H mostrou que o composto denominado PR04

era idéntico ao composto PRO3.
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RESUMO DOS RESULTADOS:

A Figura 28 apresenta um esquema do estudo quimico biomonitorado realizado e
sumario dos principais resultados (compostos identificados).

Foi preparado o extrato bruto hexanico do caule de Pouteria ramiflora, pré-fracionado
por meio de funil sinterizado sendo obtidas 5 fragbes. O monitoramento da atividade foi
realizado utilizando MTT para avaliagdo de citotoxicidade. A fragdo hex:AcOEt apresentou
maior rendimento (88%) e melhor curva dose dependente com ICso de 49,5 pg/mL em 48h,
assim foi submetida a separacdo cromatografica em coluna sendo obtidos 46 grupos de
fragoes .

Dentre os 46 grupos, 12 apresentaram citotoxidade maior que 70% em 48h. E dois
grupos (4 e 8) foram selecionados (devido sua atividade citotoxica, rendimento e perfil em
CCD) para isolamento e identificacdo de compostos. Foi obtido o PRO1 que em cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas mostrou a presenca dos compostos: -amirina,
lupeol, friedelina, acetato de B-amirina e acetato de lupeila.

Em estudo fitoquimico do extrato hexanico das folhas de Pouteria ramiflora de
Rodrigues e colaboradores (2017) foram isolados e identificados trés triterpenos: friedelina,
epi-friedelanol e taraxerol, corroborando com os achados dos compostos: friedelina e o
epifriedelanol nas fragGes ativas oriundas do extrato hexanico do caule de Pouteria ramiflora
(RODRIGUES et al., 2017).

O efeito citotoxico do grupo 4 esta relacionado com a diminuicdo da expressao das
proteinas AR e mTOR, que sdo relacionadas a proliferacdo e sobrevivéncia celular. Por meio
de lavagem do grupo 8 com metanol foi isolado o PRO3 sendo identificado como
epifriedelanol, que quando avaliado, n&o apresentou atividade.
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Figura 28 — Representacdo esquematica do estudo quimico biomonitorado com resultados

encontrados.

Extrato hexdnicode caule e
galhosde P ramiflora

Grupo 8

Acetato de Acetato de

f-amirina

friedelina epifriedelanol

O monitoramento da atividade a cada etapa foi realizado por MTT para avaliacdo de citotoxicidade em linhagem
celular de adenocarcinoma de prostata humano, LNCaP
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5 CONCLUSOES

- Foram identificados e isolados 6 compostos a partir de dois grupos de subfra¢fes do
extrato hexanico do caule de Pouteria ramiflora (denominados grupo 4 e 8) a saber: [-
amirina, lupeol, epifriedelanol, friedelina, acetato de f-amirina e acetato de lupeila. Esse € 0
primeiro relato de estudo quimico de caule da espécie P. ramiflora.

- O epifriedelanol foi isolado do grupo 8, porém ndo apresentou atividade citotdxica in
vitro em celulas LNCaP, isoladamente.

- O acetato de B-amirina foi isolado do grupo 4, porém nao foi soltvel para utilizagdo
nos ensaios de atividade citotoxica (MTT) e, portanto, ndo pdde ser testado quanto a sua
atividade isoladamente.

O efeito citotdxico do grupo 4, o qual contém os compostos B-amirina, lupeol,
friedelina, acetato de B-amirina e acetato de lupeila, foi confirmado em células LNCaP e
associa-se a diminuicdo da expressao do receptor de andrégenos (AR) e da proteina mTOR,
ambos relacionados a proliferacdo e sobrevivéncia de células cancerigenas, sendo o primeiro

especificamente relacionada a patogénese do cancer de prostata.
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