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RESUMO

Da Costa, J. C. Heterosideos alcaloidicos de  Solanum lycocarpum A. St.-Hil.:
avaliacdo das atividades contra fungos dermatofitos e cancer de pele. 2012. 69
f. Dissertagéo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

Solanum lycocarpum A. Saint-Hilaire (Solanaceae), popularmente conhecida como
“fruta do lobo”, € uma planta nativa do Brasil muito comum na regido do cerrado
brasileiro. Além disso, S. lycocarpum apresenta altas concentragbes de alcalbides
esteroidais, sendo 0s majoritarios solasonina (SS) e solamargina (SM), os quais, por
sua vez, sdo substancias com potencial para as atividades antifungica e
anticancerigena. Os fungos dermatdfitos sdo os agentes mais comuns causadores de
micoses superficiais em humanos e animais, infectando exclusivamente o estrato
cérneo da pele, cabelo e unhas. O cancer de pele € o tipo mais frequente,
correspondendo a cerca de 25% de todos os tumores malignos registrados no Brasil.
Ha que se destacar que uma formulagcéo de uso topico foi desenvolvida pelo grupo
para uso contra cancer de pele e o estudo da estabilidade acelerada desta
formulagdo foi avaliado nesse trabalho. Os frutos da espécie S. lycocarpum foram
coletados, secos, triturados, submetidos a extracdo acido-base e o precipitado foi
suspenso em etanol e filtrado. Os heterosideos alcaloidicos, SS e SM, foram
isolados por cromatografia em coluna a vacuo e purificados em CLAE
semipreparativa. A formulacdo contendo extrato alcaloidico armazenada em
temperatura ambiente (27 + 2 °C) apresentou a melhor estabilidade fisica. Ensaios
para avaliagdo da atividade antifingica in vitro do extrato alcaloidico, SS, SM e
aglicona (SD) foram realizados com cepas de fungos dermatéfitos e Candida spp.,
sendo que a SM apresentou 0 menor valor de concentracao inibitéria. No ensaio de
citotoxidade em células humanas de carcinoma espinocelular (A431) e células de
fibroblastos de camundongos (L929) foi possivel observar a toxidade do extrato
alcaloidico e das substancias, SS, SM e SD frente as células cancerigenas. No
ensaio in vivo, os animais foram induzidos ao cancer de pele ndo-melanoma do tipo
espinocelular com células A431 e verificou-se que apenas o grupo de animais
tratados com a formulagdo Curaderm BEC 5 apresentou redugédo tumoral. Em
contrapartida, o grupo tratado com formulagdo contendo extrato alcaloidico se
comportou da mesma maneira que 0S grupos controle da formulagcdo e controle
negativo. Com auxilio da histologia confirmou-se que o cancer de pele induzido nos
animais foi do tipo espinocelular. No ensaio imunoistoquimico foi utilizado o
anticorpo caspase-3 para marcar as células em apoptose nos tumores, sendo que o
maior numero de células apoptoticas foi verificada no grupo tratado com a
formulacdo Curaderm BEC 5.

Palavras chave: Solanum lycocarpum, solamargina, solasonina, dermatofitos,
formulacéo topica e anticancer.



ABSTRACT

Da Costa, J. C. Alcaloidic heterosides from  Solanum lycocarpum A. St.-Hil.:
evaluation of the activities against dermatophytic fungus and skin cancer.
2012. 69 p. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

Solanum lycocarpum A. Saint-Hilaire (Solanaceae), commonly known as wolf apple
or wolf’s fruit, is a plant native of Brazil very common in the Brazilian savanna. High
concentrations of steroidal alkaloids are found in S. lycocarpum fruits, and solasonine
(SS) and solamargine (SM) are the most important ones. These two alkaloids present
potential antifungal and anticancer activities. Dermatophytic fungi are the most
common agents responsible for superficial mycoses in humans and animals, by
infecting exclusively the stratum corneum of skin, hair and nails. Skin cancer is the
most frequent type corresponding to roughly 25% of all the malignant tumors
registered in Brazil. A topical formulation for skin cancer treatment was developed by
our research group and its stability tests are reported in this work. The S. lycocarpum
fruits were collected, dried, milled and submitted to acid-base extraction furnishing a
precipitate, which was solubilized in ethanol and then filtered. The heterosidic
alkaloids SS and SM were isolated by using vacuum column chromatography and
purified by semi-preparative HPLC. The formulation containing the alkaloidic extract
stored at room temperature (27 + 2 °C) was more stable than the ones in other
conditions. Antifungal in vitro test of the alkaloidic extract, SS, SM and the aglycone
(SD) were performed with Candida spp and dermatophytic fungi strains. The alkaloid
SM displayed the lower inhibitory concentration. The toxicity of the alkaloidic extract,
SS, SM and SD was verified in a cytotoxicicity test performed with both cultured
human cells of spinocellular carcinoma (A431) and mice fibroblast cells (L929). An in
Vivo cytotoxicicity test was performed by inducing hon-melanoma skin cancer in mice
with spinocellular cells A431, in which only the animals treated with a commercial
formulation Curaderm BEC 5, showed tumor reduction. There was no statistical
difference between the group treated with the formulation containing the alkaloidic
extract and control groups. Histological analysis confirmed that the skin cancer
induced in the animals were spinocellular type. In an immunohistoquimic test,
caspase-3 antibody was employed to stain the cells in apoptosis in the tumors,
showing that apoptotic cells were more numerous in the group treated with the
formulation Curaderm BEC 5.

Key words: Solanum lycocarpum, solamargin, solasonin, dermatophytes, anticancer
topical formulation.
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1. Introducdo




Introdugédo 2

1. INTRODUCAO

1.1 Produtos Naturais

Atualmente, a pesquisa e 0 desenvolvimento de novos medicamentos a partir
de produtos naturais tém se tornado uma tendéncia global de forma sistemética e
estratégica. Medicamentos derivados de produtos naturais sdo amplamente
utilizados e representam mais de 30 % das prescrigfes na clinica terapéutica (YANG
et al., 2008). Segundo alguns autores, a busca de produtos naturais bioativos
constitui a estratégia de maior sucesso na descoberta de novos medicamentos
(HARVEY, 2000; LI et al., 2004).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), dos 252 farmacos
considerados como basicos e essenciais 11 % sdo exclusivamente originérios de
plantas e uma parcela significativa é preenchida por farmacos sintéticos obtidos por
precursores naturais. Estima-se que 60 % dos antitumorais e antimicrobianos que ja
estdo no mercado, ou que estdo sob triagem clinica, séo de origem natural (RATES,
2001).

A pesquisa com as plantas brasileiras, principalmente as do cerrado,
considerado um “hot spot” mundial em biodiversidade, apresenta grande potencial
para o desenvolvimento de novos medicamentos (MYERS et al., 2000). Entretanto,
este bioma vem sendo desmatado e varias espécies estdo desaparecendo antes
mesmo de serem estudadas bioldgica e quimicamente. Destaca-se, ainda, que a
biodiversidade dos biomas tropicais constitui-se na principal fonte de biomoléculas
para industria farmacéutica (SIMOES et al., 2001). Além disso, estima-se que se 0
desmatamento continuar com as taxas atuais o cerrado desaparecera em 2030
(MACHADQO et al., 2004).

1.2 Familia Solanaceae e 0 género Solanum

A familia Solanaceae possui distribuicdo cosmopolita, estando concentrada
na regido tropical. No Brasil ocorrem 32 géneros e 350 espécies. Diversas plantas

de interesse econémico pertencem a esta familia, tais como: tomateiro (Solanum
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lycopersycum), batata (Solanum tuberosum), fumo (Nicotina tabacum), pimentao
(Capsicum ssp) e berinjela (Solanum melongena) (SOUZA; LORENZI, 2005).

O género Solanum é o maior e 0o mais complexo género da familia
Solanaceae, com cerca de 1500 espécies nas regides tropicais e subtropicais do
mundo e tendo a América do Sul como centro de diversidade e distribuicdo (AGRA,
1999). Do ponto de vista quimico, o género Solanum é conhecido pela presenca de
altas concentracdes de heterosideos alcaloidicos, sendo que estes compostos sédo
estruturalmente relacionados e geralmente apresentam uma aglicona em comum,
diferenciando-se apenas pelo grupo de carboidratos presentes (FEWELL,;
RODDICK; WEISSENBERG, 1994; BLANKEMEYER et al., 1998).

1.3 A espécie Solanum lycocarpum A. St.-Hil.

Solanum lycocarpum Auguste Saint-Hilaire (Solanaceae), popularmente
conhecida como “fruta do lobo” ou “lobeira”, € uma planta nativa do Brasil, muito
comum na regido do cerrado brasileiro (SOARES-MOTA et al, 2010). Foi
inicialmente utilizada pelos indios Xavantes brasileiros como agente hipoglicemiante
e seus frutos sdo empregados na medicina popular no tratamento da obesidade,
diabetes e na diminuicdo dos niveis de colesterol (SCHWARZ et al.,, 2005;
NAKAMURA et al., 2008). Também foi reportado na literatura que o fruto apresenta
atividade diurética, antiespasmodica, antiepilética, sedativa e anti-inflamatéria

(SOARES-MOTA et al., 2010).

A espécie S. lycocarpum possui a forma arbustiva (Figura 1), podendo atingir
3 — 5 m de altura e apresenta ramos contendo espinhos e tricomas. Seus frutos séo
verdes, esféricos, produzidos por todo o ano e suas sementes, cerca de 600 — 800
por fruto sdo dispersas por mamiferos, principalmente o “lobo-guard” (Chrysocyon
brachyurus), compreendendo 50 % de sua alimentagdo e promovendo acao
terapéutica contra parasitoses fatais que acometem este animal. Os frutos podem
pesar entre 400 — 900 g e, ap0s maturagdo completa, a polpa exala um odor
caracteristico. A arvore floresce durante todo o ano, porém com maior intensidade
durante estacdes chuvosas. Ja a colheita se da entre os meses de julho e janeiro
(BRIANI; GUIMARAES JUNIOR, 2007; CLERICI et al., 2011).
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Figura 1 — Arvore (A); Flor (B) e Fruto (C e D) da espécie S. lycocarpum A. St.-Hil.

1.4 Os alcal6ides obtidos do fruto de S. lycocarpum e suas atividades

biolégicas

Os metabdtilos secundarios solamargina (SM) e solasonina (SS) sao
heterosideos alcaloidicos majoritariamente produzidos pelo fruto da espécie S.
lycocarpum, sendo que a aglicona destes compostos € a solasodina (SD) (Figura 2)
(BLANKEMEYER et al., 1998; SCHWARZ et al., 2007; SOARES-MOTA et al., 2010).
Estruturalmente SM e SS apresentam em comum o nucleo esteroidal SD, que
possui 27 carbonos, nitrogénio no anel F e geralmente apresenta ligacdes osidicas
na hidroxila do carbono 3, bem como ligacdes duplas entre os carbonos 5 e 6
(SIMOES et al., 2001). Dessa maneira, esses compostos diferenciam-se apenas
pelos grupamentos de agucares ligados ao seu nucleo esteroidal SD, sendo que a
triose do composto SM é denominada chacotriose, a qual é constituida por duas

unidades de ramnose ligadas aos carbonos 2’ e 4’ da glicose. Ja a triose do
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composto SS é conhecida como solatriose, sendo composta por unidades de
ramnose e glicose ligadas nas posicdes 2’ e 3' da galactose, respectivamente
(FEWELL; RODDICK; WEISSENBERG, 1994; BLANKEMEYER et al., 1998).

A auséncia de grupos cromoéforos nos heterosideos alcaloidicos torna sua
deteccdo um problema desafiador para a realizacdo do isolamento desses
compostos e na quantificacdo em experimentos com amostras bioldgicas
(SHANKER et al., 2011).

CHOH
L-ramnose
L-ramnose
D-glicose CH;
(6] OH
OH
Chacotriose ~ OH
0 .
D-glicose CHy Oio L-ramnose R = H (Solasodina)
/ . .
CH,0H CHon R = Solatriose (Solasonina)
/w R = Chacotriose (Solamargina)
HO 0
D- galactose OH
OH
Solatriose

Figura 2 — Estrutura quimica da solasodina e dos heterosideos alcaloidicos
solamargina e solasonina.

Ha um grande interesse em fontes naturais que apresentem baixo valor
comercial na sintese de esterdides, como é o caso da aglicona SD obtida pela
hidrélise das cadeias de agucares das moléculas SM e SS. Dessa forma, a SD pode
ser facilmente convertida em compostos intermediérios da sintese de medicamentos
esteroidais (SCHWARZ et al., 2007; SOARES-MOTA et al., 2010).

Nao apenas a SD apresenta aplicagdo farmacolégica, como também os
compostos SM e SS, que foram avaliados quanto ao seu potencial antifingico por
Fewell, Roddick e Weissenberg (1994), demonstrando que tais compostos inibem o

desenvolvimento do micélio nos fungos Phoma medicaginis e Rhizoctonia solani.
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Além da atividade antifungica, esses compostos também foram avaliados in vitro
quanto aos seus potenciais citotoxicos frente células de tumores de pele (A431,
SCC4, SCC9 e SCC25) (WU et al., 2011), hepatoma (SMMC-7721 e HepG2) (DING
et al., 2012), cancer de ovario (C180-135) (DAUNTER; CHAM, 1990) e céancer de
célon (HT29) (LEE et al., 2004). Em estudos in vitro com linhagens de células de
cancer de pulméo (H441, H520, H661 e H69), SM apresentou atividade citotdxica
superior aos farmacos paclitaxel, cisplatina, etoposido e gemcitabina (LIU et al.,
2004). Ademais, também foi relatado por Liang et al. (2008), que SM tem excelente
atividade sinérgica com os farmacos antitumorais transtuzumabe e epirrubicina,

inibindo a proliferacdo celular das linhagens H661 e H69.

Ha que se destacar que desde 1987 estudos in vivo, com animais e humanos,
tém sido realizados pelo pesquisador Dr. Bill Elliot Cham com o intuito de verificar a
atividade antitumoral do extrato alcaloidico de Solanum sodomaeum L. que contém
33 % de SM, 33 % de SS e 33 % de mono e diglicosideos (BEC). Apds o BEC ser
solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO) passou a ser denominado pelos
pesquisadores como BEC 01 e foi utilizado no tratamento de ratos com sarcoma 180
(CHAM; GILLIVER; WILSON, 1987). Em seguida, Cham e Meares (1987)
desenvolveram uma formulagéo para o tratamento de tumores malignos de pele
(carcinomas basocelular e espinocelular) e tumores benignos (queratoses e
gueratoacantomas). Tal formulacao foi denominada BEC 02 e constituia-se de 10 %
de BEC e 10 % de DMSO em base de creme cetomacrogol. Essa formulagéo foi
utilizada no tratamento de 28 pacientes, curando 83 % dos que apresentavam
carcinoma basocelular e espinocelular e 100 % dos que apresentavam queratoses e
gueratoacantomas. Anos mais tarde, Cham, Daunter e Evans (1991) relataram que a
formulacdo Curaderm, constituida de 0,005 % de BEC havia sido 100 % efetiva no
tratamento de pacientes que apresentavam queratoses, carcinoma basocelular e
espinocelular. Atualmente a formulagdo é conhecida como Curaderm BEC 5 e tem
sido comercializada na Austrdlia por aproximadamente 20 anos (PUNJABI et al.,
2008; WU et al., 2011).
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1.5 Mecanismo de acdo dos heterosideos alcaloidicos solamargina e

solasonina contra fungos e células tumorais.

Em geral, heterosideos alcaloidicos apresentam atividade antifingica devido
a ligacao que realizam com esterois (colesterol e ergosterol), provocando a perda da
integridade da membrana, o que resulta em alteragbes de permeabilidade e provoca
a morte celular (CIPOLLINI; LEVEY, 1997; PUNJABI et al.,, 2008). Um estudo
comprovou que SM é capaz de romper a membrana de lipossomas formados de
fosfatidilcolina e colesterol com mais eficiéncia que SS, sugerindo que as cadeias de
carboidratos ligadas a estes compostos podem estar diretamente relacionadas com
esta atividade (RODDICK; RIINENBERG; WEISSENBERG, 1990).

Com relacdo a atividade antitumoral da SM e SS, existem trés hipoteses
sobre seus possiveis mecanismos de acdo, sendo que a primeira refere-se a
interacdo de receptores de lectinas presentes na membrana celular de células
tumorais com as cadeias de agUcares desses compostos (PUNJABI et al., 2008).
Segundo Chang et al. (1998) e Cham (2007), as ramnoses presentes na SM e SS
estdo diretamente ligadas a atividade antitumoral destes compostos, uma vez que
SM apresenta duas ramnoses e € mais ativo do que SS, que apresenta apenas uma.
Ja a aglicona SD, que nado possui cadeia de aclUcar, ndo apresenta atividade
antitumoral. A segunda hipOtese sugere que o0s heterosideos alcaloidicos se
difundem dentro da célula tumoral, fazendo com que a expressao dos receptores de
fator de necrose tumoral (TNFR) sejam ativados. Por conseguinte, os TNFR se
conjugam com os fatores de necrose tumoral (TNF), desencadeando uma cascata
de reagBes que provocam a morte celular (PUNJABI et al., 2008). Assim sendo,
varios estudos corroboram com a afirmagédo de que SM aumenta a expressao das
proteinas apoptéticas TNFR, Fas, TRADD, FADD, Bax, citocromo c, caspase-8, -9 e
-3, ao passo que inibe as proteinas anti-apoptose, Bcl-2 e Bcl-xL, sugerindo que a
via extrinseca da apoptose pode estar envolvida na morte celular induzida por SM
(LIANG et al., 2004; LIU et al., 2004; SHIU et al., 2007; LIANG et al., 2008; WU et
al., 2011; DING et al.,, 2012). Por fim, a terceira hipétese foi constatada com o
auxilio da técnica de citometria de fluxo, em que foi possivel verificar que apo6s o
tratamento das células com SM houve uma drastica mudanca da fase celular G,/M,

correspondente a fase em que ocorre divisédo celular, para a sub-G, fase em que as
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células ndo se dividem e permanecem neste estagio até a morte. Portanto, esta
mudanca de fase celular também é considerada outra via de apoptose (KUO et al.,
2000; LIU et al., 2004; SHIU et al., 2007). Dessa forma, nota-se que a apoptose se
tornou um foco de interesse na oncologia, pois a alteracdo deste processo pode

levar ao surgimento de malignidades (KUO et al., 2000; LIU et al., 2004).

1.6 Doencas fungicas causadas por dermatofitos e Candida spp.

Infeccdes humanas, particularmente aquelas que envolvem a pele e as
mucosas, constituem um grave problema de saulde, especialmente em regides
tropicais e subtropicais de paises em desenvolvimento. Nos Ultimos anos, tem
havido uma busca por novos compostos antifingicos devido a falta de eficacia, os
efeitos colaterais e a resisténcia associada com os farmacos existentes (GURGEL et
al., 2005). Além do mais, tem sido relatado um notavel aumento na incidéncia de
diferentes micoses, causada pela agressiva quimioterapia no tratamento do cancer,
ao uso indiscriminado de antibidticos de amplo espectro e de imunossupressores
nos casos de transplante de 6rgdos (GHAHFAROKHI et al., 2004; KOROISHI et al.,
2008).

Muita atencéo tem sido dada aos compostos fungicidas originados de plantas,
uma vez que estas possuem sua propria defesa contra fungos patogénicos. Assim,
espécies vegetais podem produzir compostos em seu metabolismo secundéario que
atuem na protecdo contra fitopatégenos, os quais tém o potencial de serem ativos
contra fungos patogénicos aos homens e animais (GURGEL et al., 2005; VERMA,;
KABRA; MUKHOPADHYAY, 2011).

Os fungos dermatdfitos sdo os agentes mais comuns causadores de micoses
superficiais em humanos e animais, infectando exclusivamente o estrato corneo da
pele, cabelo e unha. Esta infeccdo esta relacionada com a producdo de enzimas
hidroliticas pelos fungos, as quais sdo capazes de degradar o compacto tecido
gueratinizado (ZAUGG et al.,, 2008). Os dermatoéfitos subdividem-se nos géneros
Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton, que se assemelham pela capacidade
de utilizarem queratina como substrato (SOARES JUNIOR et al., 2007; DIEGO, 2011).
Trichophyton rubrum € a principal espécie de fungo dermatéfito causador da

dermatofitose, seguido por Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton tonsurans.
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Os fungos Epidermophyton floccosum, Microsporum canis e Microsporum gypseum

sdo também ocasionalmente isolados como agentes etiolégicos de pacientes com

tinea (KANBE et al.,, 2003). Normalmente, o nome das infecgbes causadas por

dermatofitos estdo associadas com as partes anatébmicas envolvidas (Tabela 1).

Tabela 1 — Tipos de dermatofitoses.

Dermatofitoses

Area do corpo afetada

Principais espécies envolvidas

nas infeccoes

Tinea barbae

Tinea capitis

Tinea corporis

Tinea cruris

Tinea favosa

Tinea imbricata

Tinea manuum

Tinea pedis
(pé de atleta)

Tinea ungium

Barba e bigode

Couro cabeludo

Tronco, ombros, pernas e as
vezes a face

Regides inguinais (zona dos
genitais), ocasionalmente,
na parte superior das coxas

Placa amarelada no couro
cabeludo com formacéo de
crosta

E uma manifestacéo
especifica da tinea corporis,
sendo considerada uma
micose crbnica do corpo

Palma das méos e espagos
interdigitais

Regides plantares e espagos

interdigitais

Unhas

Trichophyton spp., principalmente

T. mentagrophytes

Microsporum spp. e Trichophyton
spp., sendo M. canis a espécie

predominante

T. rubrum,

M. canis, T. mentagrophytes e

T. tonsurans

T. rubrum e E. floccosum

Trichophyton schoenleinii

Seu Unico agente etioldgico é

Trichophyton concentricum

A maioria dos casos € provocada

por T. rubrum

T. rubrum,

T. mentagrophytes var.
interdigitale e E. floccosum

T. rubrum e T. mentagrophytes

var. interdigitale

(WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995; DIEGO, 2011)
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Com base em seus nichos ecoldgicos principais, os dermatoéfitos séo
categorizados como antropofilico (parasitam homens), geofilicos (presentes no solo),
ou zoofilicos (parasitam animais). Diversos dermatdéfitos podem ser associados com
mais de um nicho ecoldgico. A principal vantagem deste sistema de classificacdo
reside em determinar a origem dos dermatofitos e a causa de uma infecgéo.
Clinicamente, dermatofitos geofilicos e zoofilicos sao os principais responsaveis pela
formacdo de lesdes mais graves. Em contraste, espécies antropofilicas causam
lesdes com pouca inflamagdo, mas que podem persistir por longos periodos
(WALKER et al., 2006).

Muito embora os fungos dermatofiticos acometam grande parcela da
populacdo mundial, as infec¢des por espécies do género Candida ocorrem com uma
frequéncia ainda maior, principalmente em individuos que apresentam baixa
imunidade. Algumas espécies de Candida residem no organismo como comensais
da flora microbiana normal, sem causar danos a saude. Entretanto, tais espécies
também s8o os agentes responsaveis por causar candidiase oral e vaginal,

provocando a morte de milhdes de individuos no mundo todo (NAGLIK et al., 2011).

As espécies de Candida sao frequentemente isoladas de mucosas, porém a
incidéncia de candidemia, que sdo as infecgdes hospitalares causadas por Candida
spp. na corrente sanguinea, vem aumentando consideravelmente nos ultimos anos.
Isso ocorre devido as terapias mais invasivas para o tratamento de doengas como
cancer e da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (HA et al., 2011). Em
uma revisdo realizada por Falagas, Roussos e Vardakas (2010) demonstrou-se que
em hospitais do Brasil a espécie Candida albicans € a que apresenta maior
patogenicidade, seguida de Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida
glabrata e Candida krusei. Os medicamentos da classe dos azlis sao
preferencialmente utilizados no tratamento da candidiase, sendo que fluconazol é o
principal medicamento de escolha. Todavia, a utilizagdo deste medicamento pode
ser limitante quando ndo se tem o conhecimento prévio sobre a espécie de Candida
infectante, uma vez que as espécies C. glabrata e C. krusei podem apresentar

resisténcia a este farmaco (HA et al., 2011).
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1.7 Cancer de pele

A utilizacdo do género Solanum contra o cancer € secular e estudos in vivo e in
vitro demonstraram que 0s compostos SM e SS sdo capazes de suprimir 0

desenvolvimento do cancer (WU et al., 2011).

A descoberta de novos farmacos eficazes para o tratamento dos diversos tipos
de céncer continua desafiando pesquisadores. O cancer de pele € o tipo mais
frequente, correspondendo a cerca de 25% de todos os tumores malignos registrados
no Brasil. Os tipos de cancer de pele mais comuns sdo o carcinoma basocelular,
responsavel por 70% dos diagndsticos de cancer de pele, o carcinoma espinocelular
com 25% dos casos, e 0 melanoma, detectado em 4% dos pacientes (Figura 3)
(INCA, 2012). Os carcinomas basocelular e espinocelular sdo também chamados de
cancer de pele ndo-melanoma, enquanto outros tipos, com origem nos melandcitos,

sé@o denominados cancer de pele melanoma (ARMSTRONG; KRICKER, 2001).

Carcinoma Camada de células basais Carcinoma Espinocelular ~ Camada de células
Basocelular espinocelulares

Melandcit
o

Figura 3 — Tipos de células afetadas no cancer de pele. Adaptado de A.D.A.M.
Disponivel em: <http://adam.about.net/reports/Melanoma-and-other-skin-
cancers.htm>. Acesso em: 06 Fev. 2012.
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Apesar de o cancer basocelular ser o mais incidente, € o cancer menos
agressivo e raramente sofre metastase, pois 0 crescimento das células basais é
lento. Em contraste, os canceres espinocelular e melanoma apresentam alto indice
de metéstase, uma vez que o crescimento das células espinocelulares e dos
melandcitos é mais acelerado e por se localizarem proximas aos nodulos linfaticos,
podem ser facilmente espalhadas pela corrente sanguinea (GREEN; KHAVARI,
2004).

No cenario mundial, a Australia € o pais que apresenta uma das maiores
incidéncias de cancer de pele, sendo que por ano ha uma estimativa de 434.000
casos de cancer ndo-melanomas e 10.300 melanomas (CANCER COUNCIL
AUSTRALIA, 2012). Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o numero de
casos novos de canceres de pele ndo melanoma estimados para o Brasil em 2012 é
de 62.680 entre homens e de 71.490 nas mulheres. Estes valores correspondem a
um risco estimado de 65 e 71 casos novos a cada 100 mil homens e mulheres,
respectivamente (INCA, 2012).

Atualmente, os canceres de pele do tipo ndo-melanoma séo tratados através
de cirurgia, eletrodissecacdao, criocirurgia, aplicagéo topica de podofilina e 5-fluoracil e
radioterapia. Estas terapias possuem alto custo além de apresentarem o
inconveniente de deixar cicatrizes, causar hipo e hiperpigmentacdo e efeitos
colaterais, tais como: dor, inflamagé&o severa, irritagéo e feridas, as quais podem durar
semanas e, inclusive, provocar o reaparecimento do cancer (PENG et al., 1995;
STENDER; WULF, 1996; WU, 2011). Todos esses inconvenientes e o0s indices
crescentes de cancer de pele no mundo tornam imprescindivel a busca por novos
farmacos mais eficientes. Desse modo, a utilizacdo de produtos de origem natural é
uma valiosa ferramenta na busca de terapias mais baratas e com menos efeitos

colaterais que os tratamentos disponiveis atualmente.

1.8 Estudo de estabilidade e comportamento reolégic o de formulagfes

O estudo de estabilidade de uma formulagéo representa uma etapa crucial nos
testes de desenvolvimento de um produto farmacéutico, sendo que a instabilidade
de um produto modifica essencialmente os trés principais requisitos de uma boa

formulacdo, que séo: qualidade, eficicia e seguranca (VICENTINI, 2011). Segundo o
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Guia para realizacdo de estudos de estabilidade da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), a estabilidade dos produtos depende de fatores ambientais, tais
como: temperatura, umidade, luz, propriedades fisicas e quimicas de substancias
ativas e excipientes, forma farmacéutica, processo de fabricacdo e dos tipos e
propriedades dos materiais de embalagem (BRASIL, 2005). Existem diferentes
testes de estabilidade, como a de acompanhamento, acelerada, cumulativa, de
longa duracao, de longa duracdo parcial e de uso. Entretanto, para que um produto
bioldgico terminado entre no mercado é necessério apresentar um relatério completo
com os ensaios de estabilidade acelerada e de longa duracdo, sendo que este

ultimo ensaio pode ser parcial (BRASIL, 2011).

O estudo de estabilidade acelerada visa avaliar as possiveis degradacfes
quimicas e fisicas do produto em condicbes forcadas de armazenamento
(temperaturas altas ou baixas). Dessa forma, este estudo de estabilidade demonstra
de maneira empirica o0 que podera ocorrer com o0 produto farmacéutico em
condi¢des normais de armazenamento apés longo periodo de tempo. Também serve
para avaliar as possiveis mudancas quimicas e fisicas que podem ocorrer apos
serem expostas por curto periodo de tempo a condi¢des fora daquelas estabelecidas
no rétulo, sendo que esta exposi¢cdo a diferentes temperaturas geralmente ocorre
durante o transporte do produto (BRASIL, 2004, 2005, 2011). J& o estudo de
estabilidade de longa duracdo € realizado com produtos com prazo de validade
superior a 12 meses, em que sao realizadas avaliagdes do produto durante e,
opcionalmente, depois do prazo de validade estipulado. Tal teste tem por finalidade
estabelecer ou confirmar o prazo de validade do produto, além de recomendar as
condicbes de armazenamento (BRASIL, 2011). Todavia, ndo apenas o teste de
estabilidade € importante para o desenvolvimento de uma formulacdo, como
também o estudo do comportamento reoldgico. A reologia é uma area ampla que
atua em varios campos da tecnologia, como na ciéncia de materiais e mecanica de
sélidos (TANNER, 2009). Com o auxilio dos estudos reoldgicos € possivel verificar a
consisténcia exata da formulagcdo para uma boa aplicagdo na pele, proporcionando

um bom espalhamento e a dispersdo dos seus compostos ativos (TADROS, 2004).
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1.9 Relevancia do tema

Nas dUltimas décadas, a busca por novos agentes antimicrobianos,
principalmente de fontes naturais, vem ganhando destaque. Neste sentido, 0s
vegetais constituem uma enorme e importante fonte de produtos naturais que s&ao
biologicamente ativos (GURGEL et al.,, 2005; STOPPA, 2009). O potencial da
espécie S. lycocarpum para atividade antifingica ainda ndo foi avaliado, mas
sabendo-se que as saponinas, em geral, sdo excelentes antifingicos para uso
topico, justificam-se os ensaios antifungicos propostos, tendo em vista que 0s
heterosideos alcaloidicos presentes na planta sédo saponinas esteroidais. Ha que se
destacar que uma formulagdo de uso topico foi desenvolvida pelo grupo para uso
contra cancer de pele. Assim, este produto formulado contendo o extrato alcaloidico

também tera potencial para o tratamento de dermatofitoses.

Os heterosideos alcaloidicos, SM e SS, presentes na espécie S. lycocarpum
apresentam atividade anticancerigena marcante de acordo com a literatura
(DAUNTER; CHAM, 1990; LEE et al.,, 2004; WU et al.,, 2011; DING et al., 2012).
Neste sentido, o desenvolvimento da forma farmacéutica para uso topico contendo
extrato alcaloidico de S. lycocarpum é uma alternativa para a terapéutica no
tratamento de lesdes dérmicas pré-cancerigenas e cancerigenas, ndo-melanémicas.
Portanto, a realizacao dos ensaios anticancerigenos in vivo, utilizando modelo animal,
fez parte do cronograma de atividades deste projeto. Dessa forma, este projeto teve
interface tecnoldgica, pois buscou-se o desenvolvimento de um futuro fitoterapico
anticancer para uso topico, uma vez gue a incidéncia de cancer de pele no mundo é
alarmante e as terapias atuais ndo sdo satisfatorias (CONSTANTINIDES, 1995).

S. lycocarpum € uma espécie adaptada ao Cerrado brasileiro e produz grande
guantidade de frutos (20 a 60 kg de frutos por individuo), sendo dessa forma
altamente produtiva. Assim, havendo o desenvolvimento de produto comercial, a
disponibilidade de matéria-prima néo sera dificil, considerando, ainda, que em
experimentos iniciais foi observado que é de facil cultivo e crescimento rapido, pois

apos 11 meses as unidades cultivadas floresceram.
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2. OBJETIVOS

Objetivos gerais:

®
%

Investigar a atividade anticancer de pele de uma formulagéo topica contendo
1 % de extrato alcaloidico de S. lycocarpum e o potencial antifingico do

extrato e dos heterosideos alcaloidicos contra dermatofitos.

Objetivos especificos:

O/
0’0

®
L4

®
%

®

%

Obter o extrato alcaloidico a partir dos frutos de S. lycocarpum;

Isolar os heterosideos alcaloidicos SM e SS e obter a aglicona SD a partir do

extrato alcaloidico de S. lycocarpum;

Avaliar a atividade antifingica do extrato alcaloidico e dos heterosideos

alcaloidicos isolados utilizando cepas de fungos dermatdfitos e Candida spp.;

Avaliar a estabilidade acelerada e realizar a caracterizagdo fisica da

formulagdo contendo extrato alcaloidico de S. lycocarpum;

Avaliar a citotoxidade do extrato alcaloidico e das substancias isoladas in vitro

pelo teste de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT);

Avaliar a atividade anticancer de pele in vivo da formulagdo contendo o

extrato alcaloidico de S. lycocarpum;

Avaliar por imunoistoquimica os tumores marcados com 0 anticorpo caspase-
3.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do fruto de S. lycocarpum e extragcdo dos heterosideos alcaloidicos

Os frutos foram coletados no horto da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP). Em seguida, foram picados e submetidos a
secagem em estufa de ar quente e circulante a 45 €. Apds secagem, o material
vegetal foi submetido a moagem em moinho de martelos. Uma exsicata foi
depositada no herbario do Departamento de Biologia da Faculdade de Filosofia
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP-USP) sob o nimero de registro SPFR:
11638, sendo identificada pelo Prof. Dr. Milton Groppo Junior da FFCLRP-USP.

O processo de extragdo seletiva dos alcaldides do fruto de S. lycocarpum foi
realizado com o material vegetal seco e triturado, utilizando-se o método de extracao
acido-base (HENRIQUES et al., 2004). Para tanto, cerca de 4 kg do material vegetal
moido foi submetido a extracdo aquosa acida, utilizando-se de solugcdo de acido
cloridrico 0,05 M até atingir o pH 2 e deixada em maceracao pelo periodo de 24
horas. Em seguida, o material foi submetido & filtracdo e o extrato obtido foi
alcalinizado até pH 10, utilizando-se hidréxido de sédio 3,0 M. Apds 24 horas de
alcalinizacdo do meio houve formacdo de precipitado, o qual foi separado por
decantacdo, seguido de centrifugacdo e posterior secagem em estufa a 45 C. O
precipitado seco foi triturado e suspenso em etanol, seguido de filtragdo. O extrato
alcaloidico, constituido majoritariamente dos heterosideos alcaloidicos, foi

concentrado em rotaevaporador a vacuo (Figura 4).

Acidificagio

Filtr
Frutoc da espécie 24 horas ' a;ao
8. lycocarpum Extrato acido Extrato alcalino
seco etriturado HCID 05 M Nca"mzagao
{pH 2) 24 horas

NaOH&,0 M
{pH 10)
Centrifugacao
Rotaevaporacao Secagem
Extrato Fragdo
alcaloidico alcaloidica REECipitada
Lmﬁ]lzacao Solublllzagao
em EtOH

Figura 4 — Esquema da extracéo seletiva acido-base dos alcaldides da espécie S.
lycocarpum.
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3.1.1 Cromatografia em coluna a vacuo do extrato al  caloidico

O extrato alcaloidico (1,6 g) foi submetido & cromatografia em coluna a vacuo
(CCV), tipo flash, de acordo com metodologia descrita por Still, Kahn e Mitra (1978).
Para isso, uma coluna de vidro de 52 x 5 cm de raio foi empacotada com 283 g de
silica gel 60 (0,040-0,063 mm) (Merck) (art 1093851000). Desta coluna foram
coletadas 85 fracbes de 40 mL, na vazdo de 15 mL/min, utilizando fase movel
isocratica de AcOEt : MeOH : H,O : NH4,OH (63 : 40 : 2 : 0,3). As fragOes obtidas
foram reunidas de acordo com a analise em cromatografia de camada delgada
comparativa (CCDC). A partir de tal andlise as fracbes que apresentaram 0s
constituintes de interesse foram purificadas por cromatografia liquida de alta

eficiéncia semipreparativa (CLAE semipreparativa).

3.1.2 CLAE semipreparativa

Para a purificagéo das fragdes obtidas por CCV utilizou-se o equipamento de
CLAE semipreparativa acoplado ao detector UV/VIS (SPD-20 A Shimadzu) com
software LC solution verséo 1.1 e coluna semipreparativa de fase reversa (Shimadzu
— CLC - ODS (M) Cjs, 250 mm x 20 mm, com particulas de 5 um, vazéo de 8
mL/min). A eluicéo foi feita em modo isocratico com a fase mével ACN : H,O (3:7)

com 0,01 % de TFA e tempo de eluicdo de 20 minutos.

Para a obtenc&o dos heterosideos alcaloidicos, SS e SM, aliquotas de 25 mg
das fracdes obtidas por CCV foram solubilizadas em metanol grau CLAE, filtradas
em membranas de 0,45 um e injetadas no aparelho de CLAE semipreparativa. As
fracOes coletadas foram concentradas em rotaevaporador e, posteriormente, secas a
vacuo. (Speed-vacum Savant SPD2010). Para obtencdo dos heterosideos
alcaloidicos, varias injec6es foram realizadas (STICHER, 2008). A verificacdo da
pureza dos compostos isolados foi verificada por CLAE-DAD (cromatografia liquida

de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos) analitico (Shimadzu).

3.1.3 Obtencéo da aglicona solasodina

A SD corresponde ao nucleo esteroidal dos heterosideos alcaloidicos SM e SS.

Assim, para que ocorresse a hidrélise dos acUcares presentes nestas substancias foi
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necessario submeter 6 g do extrato alcaloidico (obtido conforme descrito no item
3.1.1), rico em SM e SS, em metanol acidificado com acido cloridrico (pH 1,0), a
refluxo por 8 horas. Em seguida, a solu¢cdo foi concentrada a vacuo em
rotaevaporador para retirar o excesso de metanol. Hidroxido de sédio 6 M foi
adicionado até obtencado de pH 12,0. Apos a adi¢éo da base, o nucleo esteroidal ficou
na forma de base livre e pode ser extraido através de particdo com AcOEt. Com a
massa obtida realizou-se cromatografia em coluna classica utilizando silica gel (60 —
200 mesh) como fase estacionaria. Como fase moével utilizou-se AcOEt e MeOH,

iniciando-se com 100 % de AcOEt e terminando com 100 % de MeOH.

3.1.4 Quantificagdo de solamargina e solasoninano  extrato alcaloidico

A quantificacdo de SM e SS presente no extrato alcaloidico foi realizada
solubilizando-se 10 mg de extrato em 50 mL de solugdo de padrdo interno,
veratraldeido a 3 pyg/mL em etanol 80%. Esta solucéo foi filtrada em papel de filtro e
aliquotas de 1 mL foram novamente filtradas em filtros de seringa com porosidade
de 0,45 pm (Millipore®). As analises foram realizadas em CLAE (Shimadzu),
equipado com duas bombas LC-10AD, detector de UV modelo SPD — M10Avp e
sistema controlador modelo SCL-10Avp integrado a software Class-VP versédo 5.02.
Empregou-se coluna analitica Zorbax SB-Cig (Agilent) (4,6 x 250 mm, 5 pym) e
método isocratico de eluicdo utilizando-se a fase movel constituida de razdo de
acetonitrila: tampéao fosfato 0,01 M, pH 7,2, (36,5%) sob vazdo de 1 mL/min, injecao

de 20 pL de amostra, tempo de eluicdo de 20 minutos e detec¢cdo em 200 nm.

3.2 Avaliacdo da atividade antifungica contra fungo s dermatdfitos e Candida

Spp.

A avaliagdo da atividade antifungica do extrato alcaloidico de S. lycocarpum,
aglicona (SD) e dos heterosideos alcaloidicos (SM e SS) foi realizada segundo a
metodologia proposta pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) atual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (NCCLS, 2002). O
meio de cultivo utilizado foi o caldo RPMI-1640 GIBCO BRL® (Life Technologies,
Grand Island, EUA), com glutamina, sem bicarbonato de sédio, suplementado de
glicose e tamponado com [&cido 3-(N-morfolino)-propanossulfénico] (MOPS) em pH
7,0.
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As cepas padrdes de fungos dermatdfitos utilizadas foram obtidas da Colegéo
Americana de Cultura de Células (ATCC), T. mentagrophytes ATCC 9533, T. rubrum
ATCC 28188, M. canis ATCC 36299 e M. gypseum ATCC 24102. A suspensao final
do in6culo foi preparada em solugéo fisiologica (0,85 %) esterilizada, utilizando-se
cultura de sete dias. Foram adicionados 2 mL de solugéo fisiologica e, a seguir, com
o auxilio de um swab esterilizado, os conidios foram removidos por meio de
raspagem do micélio aderido ao meio de cultura. A mistura foi transferida para um
tubo cdnico esterilizado e o volume completado para 5 mL. A seguir, o in6culo foi
ajustado por contagem de conidios em camara de Neubauer para a obtencdo de
uma concentracdo igual a 1-5 x 10® UFC/mL. A suspens&o inicial de cada micro-
organismo foi diluida 1: 100 em meio RPMI para a obtencdo de uma suspenséo 1-5
x 10* UFC/mL. Volumes de 100 pL desta suspenséo foram inoculados nos pocos da
placa de microdiluicdo. A viabilidade e a pureza do in6culo foram controladas por
cultivo de aliquotas de suspensdo em placas de agar Sabouraud dextrose,

incubadas a 30 °C durante sete dias.

Os inoculos das espécies de Candida foram preparados em &gua deionizada
esterilizada, equivalente a escala 0,5 de McFarland, utilizando-se colbénias de 24
horas. Em seguida, foi ajustado por contagem de células em camara de Neubauer,
para a obtencdo de um inéculo de concentragdo igual a 1-5 x 10° UFC/mL. A
viabilidade e a pureza do in6culo foram controladas por cultivo de aliquotas de
suspensao em placas de agar Sabouraud dextrose, incubadas a 37 °C durante 48
horas. As cepas utilizadas foram C. albicans ATCC 64548, C. tropicalis ATCC 750,
C. krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC 90030 e C. parapsilosis ATCC 22019. A
suspensao inicial de cada micro-organismo foi diluida 1:50 e posteriormente 1:20 em
meio RPMI para a obtencéo de uma suspenséo 1-5 x 10° UFC/mL. Volumes de 100
ML desta suspensdo foram inoculados nos pogos da placa de microdiluicdo. As
substancias analisadas quanto a sua atividade antifangica foram diluidas em 5 % de
dimetilsulféxido (DMSO) e em meio RPMI.

Aliquotas de 100 pL de cada substancia testada foram depositadas nos pocos
da coluna 2 que continha 100 pL de inéculo em meio RPMI e também nos pocgos da
coluna 3, que continham 100 uL de inéculo em meio RPMI mais outros 100 pL de
meio RPMI. Em seguida, diluicbes seriadas foram realizadas nos pogos 3 a 11 da

placa de microdiluicdo, atingindo um volume final de 200 yL por poc¢o. Os pogos da
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coluna 1 foram utilizados como controle do meio (controle negativo), sendo
depositado nestes 200 puL de meio RPMI. Os pogos da coluna 12 foram utilizados
como controle de crescimento do micro-organismo, sendo depositado nestes 100 pL
de in6culo e 100 pL de meio RPMI (Figura 5).
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Legenda:
O Coluna 1: 200 pL meio RPMI.
O Coluna 2: 100 pL de inéculo em meio RPMI + 100 pL amostra.
© Colunas 3 - 11: 100 pL de meio RPMI + 100 pL de amostra (diluicGes
seriadas) + 100 L de in6culo.
@ Coluna 12: 100 pL de meio RPMI + 100 pL de inéculo.

Figura 5 — Esquema da montagem da microplaca para a determinagéo da atividade
antifangica.

Como controle positivo para os fungos dermatdfitos utilizou-se cetoconazol
nas concentracdes de 50,0 a 0,09 uyg/mL e para as leveduras do género Candida
utilizou-se fluconazol 64,0 a 0,125 ug/mL e itraconazol 16,0 a 0,03 ug/mL. Para o
extrato alcaloidico, as concentragBes variaram entre 500 e 0,97 pyg/mL. J& para as
substancias isoladas SM, SS e SD as concentracdes variaram entre 250 e 0,48
Mg/mL. Além de avaliar os alcal6ides SM e SS separadamente, também se verificou
a atividade dessas substancias nas seguintes proporc¢des: 75% SS + 25% SM, 50%
SS +50% SM e 25% SS + 75% SM.
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As microplacas foram incubadas a 30 C por cinco dias para os fungos
dermatdfitos e a 35 C por 48 horas para espécies d o género Candida. A leitura foi
realizada visualmente, comparando-se o crescimento nos pogos do controle positivo
e negativo com os demais pocos referentes as concentragcdes das substancias
testadas.

Foi considerada concentraco inibitéria minima (CIM) a menor concentracdo
capaz de inibir o crescimento de 100 % dos dermatéfitos e Candida spp.
Posteriormente, um volume de 10 pL da respectiva CIM foi semeado em placas de
agar Sabouraud dextrose por estrias e, apos incubagédo a 30 T por cinco dias para
os fungos dermatofitos e a 37 T por 48 horas para espécies de Candida, foi
observada a presenca ou auséncia de crescimento de micro-organismos,
considerando a concentracdo fungicida minima (CFM) a menor concentragdo capaz

de matar 100 % dos fungos. Todos os testes foram realizados em duplicata.

3.3 Preparo da formulagdo com atividade anticancer de pele e contra fungos

dermatdfitos

Com a intencdo de produzir uma formulacéo eficiente contra o cancer de pele
e os fungos dermatdfitos, o grupo de pesquisa do Laboratério de Farmacognosia em
colaboracdo com o Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, ambos da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo, realizaram
a extracdo seletiva de alcaldides do fruto da espécie S. lycocarpum, obtendo-se um
extrato rico nos compostos SM e SS. Este extrato foi incorparado em uma
formulacdo e, em seguida, diversos ensaios in vitro e in vivo foram realizados para
analisar a absorcdo dos heterosideos alcaloidicos na pele. As formulacdes tinham
como base o gel de hidroxietilcelulose (Natrosol 250 MR) que foi preparado com 0s

componentes descritos na Tabela 2 sob aquecimento (75 °C) e agitagéo.
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Tabela 2 — Componentes e concentracdes do gel de hidroxietilcelulose.

Componentes Concentragao (%)
Hidroxietilcelulose 2%
Propilenoglicol 1%
Metilparabeno 0,18 %
Propilparabeno 0,02 %
Tampao fosfato 100 mM (pH 6,5) g.s.p.

Ao gel de hidroxietilcelulose foram adicionados os compostos apresentados na
Tabela 3. Com o auxilio do homogeneizador de alta rotagdo ultra-turrax na velocidade
8000 rpm/min foram misturados os componentes e produzida a formulagé&o contendo
extrato e o controle da formulacdo. A monoleina (monoleato de glicerol) (Kerry) foi
utilizada como promotor de absor¢cdo dos compostos SM e SS presentes no extrato

alcaloidico.

Tabela 3 — Componentes da formulagéo contendo extrato e da formulag&o controle
com suas respectivas concentragdes em porcentagem (%).

Componentes Concentragéao (%)
Extrato alcaloidico de S. lycocarpum* 1%
Propilenoglicol 5%
Monoleina 5%
Gel de Hidroxietilcelulose g.s.p.

* A formulagdo controle foi preparada com as mesmas concentragdes dos
componentes. Porém, ndo continha o extrato alcaloidico de S. lycocarpum 1 %.

3.4 Estudo de estabilidade da formulacao

Como parametros para realizagdo do teste de estabilidade acelerada foram
utilizadas as normas preconizadas pela ANVISA (BRASIL, 2004). Assim, a
formulagdo contendo 1 % de extrato alcaloidico de S. lycocarpum e a formulagdo
controle foram preparadas e armazenadas em eppendorfs nas temperaturas de 37
2°C/ 75 % UR +5 % UR (estufa), 27 + 2 °C (ambiente) e 5 + 2 °C (geladeira). As
amostras foram analisadas nos tempos 0, 24 horas, 7, 15, 30, 60 e 90 dias.
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3.4.1 Caracterizacao fisica da formulacao

Antes de iniciar o estudo de estabilidade acelerada todas as amostras foram
submetidas ao teste de centrifugagcdo a 3.000 rpm durante 30 minutos. Na
caracterizagdo fisica da formulagdo utilizou-se avaliagdo visual, na qual as
formulacdes foram observadas quanto a alteragdo de cor, homogeneidade e
separacao de fases. Na avaliagcdo do pH, amostras de formulacdo contendo extrato
e da formulacdo controle foram diluidos a 10 % em agua deionizada e o valor do pH
determinado em temperatura ambiente, utilizando-se peagémetro (Digimed, SP,
Brasil). A microscopia de luz polarizada foi realizada apds 24 horas de preparo das
formulacdes para a identificacdo de materiais liquido-cristalinos, utilizando

microscopio optico com filtro de luz polarizada (Carl Zeiss AG, Alemanha).

O comportamento reoldgico da formulagéo foi verificado no tempo 24 horas,
armazenadas em 27 + 2 °C (temperatura ambiente) e no tempo 30 dias, apos serem
armazenadas nas temperaturas de 37 +2 °C/ 75 % UR +5 % UR (estufa), 27 =2 °C
(ambiente) e 5 + 2 °C (geladeira) com o auxilio do reémetro Brookfield R/S plus tipo
cone/placa, com spindle C-25 mm. Todas as medidas foram realizadas em 25 °C e
em triplicata. As medidas foram realizadas empregando-se velocidades de rotacdo
crescentes, de 0 a 33,3 rpm, para obtencdo da curva ascendente e 0 procedimento
foi repetido no sentido inverso para obtencdo de curva descendente. Este

procedimento foi realizado no intervalo de tempo de 60 segundos.

3.5 Avaliacdo da citotoxidade das substancias isola  das e do extrato alcaloidico
pelo teste de MTT

A citotoxidade das substéncias isoladas SM, SS, SD e do extrato alcaloidico
foram avaliadas pelo teste de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina (MTT) frente as células A431 (células humanas de carcinoma
espinocelular) e L929 (células de fibroblastos de camundongos), obtidas da Colegéo
Americana de Cultura de Células (ATCC, Rockville, MD, USA). As células foram
cultivadas a 37 °C em atmosfera contendo 5 % de CO, no meio de cultura
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10 % de soro

bovino fetal (FBS), 0,5 % de penicilina e 0,5 % de ciprofloxacina.
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Para realizagéo do teste de MTT, 0,5 x 10° células por poco foram semeadas
em microplacas de 96 pocos. Apds 24 horas de incubacdo as substancias isoladas,
0 extrato alcaloidico e a doxorrubicina (controle positivo) (n = 8) foram aplicados na
placa em concentragbes que variavam de 1 pg/mL a 100 pg/mL e deixados em
contato com as células por 12 horas. Todas as amostras analisadas foram
solubilizadas em DMSO 1 %, sendo esta solugdo utilizada como controle negativo
do meio. Em seguida, as células foram lavadas com solucdo salina e deixadas em
repouso com meio de cultura incompleto por aproximadamente 12 horas. Apds este
periodo, 10 yL de MTT foram adicionados na placa e deixados em contato por 4
horas. Por fim, todo o conteldo da placa de cultura foi descartado, permanecendo
apenas as células viaveis aderidas contendo os cristais de formazan, que foram
solubilizados com 200 pyL de DMSO e 20 uL de tampéo glicina. A leitura da
microplaca foi realizada em espectrofotbmetro de UV/VIS a 570 nm e a viabilidade

celular foi calculada pela seguinte formula:

Viabilidade celular (%) = (A x 100/ B)
Em que:
A= média da absorvancia do grupo experimental.

B= média da absorvancia do grupo controle negativo (DMSO 1 %).

3.6 Avaliacao da atividade anticancer in vivo

No ensaio in vivo para verificagdo da atividade anticancer da formulag&o
contendo 1 % de extrato alcaloidico de S. lycocarpum foram utilizados camundongos
nude (atimicos) hairless machos, com idade aproximada de oito semanas e pesando
cerca de 20 g. Os animais foram provenientes da Fundacdo de Apoio e Fomento a
Inovagdo Tecnoldgica a Pesquisa e ao Ensino (FAFITPE), S&o Paulo e foram
mantidos em biotério aclimatado a temperatura ambiente controlada (27 + 2 °C), em
regime de luz com ciclo claro-escuro de 12 horas e com livre acesso a agua e dieta
comercial balanceada. Por se tratar de camundongos atimicos, estes animais foram
alojados em microisoladores que eram autoclavados duas vezes por semana

juntamente com a ragdo, agua e a maravalha.



Material e métodos 27

A inducdo do tumor ndo-melanoma do tipo espinocelular foi realizada com a
aplicacdo subcutanea de 2 x 10° células A431 no dorso de cada animal (Figura 6).
Estas células foram cultivadas conforme descrito no item 3.5 (ANAND et al., 2009).
ApGs 6 a 10 dias da aplicacédo das células foi possivel verificar o surgimento do tumor.
Quando o tumor atingiu as dimensdes de 0,7 cm de largura por 0,7 cm de

comprimento, o tratamento do animal foi iniciado.

Figura 6 — Inducéo tumoral dos animais com células A431.

Os animais foram divididos em quatro grupos (n = 5), sendo distribuidos da

seguinte maneira:

% Grupo formulagdo Curaderm BEC 5 (formulagdo que contém 0,005 %

dos isolados SM e SS, acido salicilico e uréia);

% Grupo formulacdo contendo 1 % de extrato alcaloidico de S. lycocarpum

(formulacgéo padronizada por nosso grupo de pesquisa);

% Grupo formulacao controle (veiculo da formulagdo padronizada, sem os

principios ativos);
% Grupo controle negativo (animais sem nenhum tipo de tratamento).

Durante 50 dias (7 semanas), as formula¢des foram aplicadas, uma vez ao dia,
sobre os tumores dos animais de seu grupo correspondente. Apés a aplicacdo da
formulag&o o tumor era recoberto por um curativo oclusivo. Diariamente cada animal

teve seu peso medido, as dimensdes dos tumores mensuradas e o aspecto do tumor



Material e métodos 28

registrado por fotografias. Ao final do tratamento, os animais foram eutanasiados em
camera de CO; e o tumor foi dissecado do dorso do animal para a realizacdo do

estudo histolégico e imunoistoquimico.

O protocolo de experimentagcdo com os animais foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais da USP — campus de Ribeirdo Preto, com protocolo de n°
11.1.1051.53.1.

3.7 Coleta e processamento do tecido

Para coleta do tumor, ap6s a morte dos animais em camera de CO,, estes
foram submetidos a bidpsia excisional, que consiste na retirada total do tumor e da
area circundante para diagnésticos. O tumor retirado foi seccionado em fatias de
aproximadamente dois milimetros e foram submersos em formalina tamponada a 10
% por um periodo minimo de 24 horas. Em seguida, os tecidos foram desidratados em
alcodis de concentragbes crescentes (70 %, 80 %, 90 % e 100 %) por

aproximadamente cinco horas.

Posteriormente, para a diafanizagdo do material, as pecas foram submergidas
em xilol 100 % por 1 hora e 20 minutos. ApOs este periodo, as amostras foram
deixadas em parafina liquida na temperatura de 60 °C por 4 horas e, em seguida,
foram incluidas em blocos de parafina na posicéo desejada para realizagédo do corte.
Com o auxilio do micrétomo, os blocos foram cortados na espessura de 5 pm e as

[aminas foram montadas.

Para realizar a coloracdo das laminas, estas foram novamente hidratadas,
passando inicialmente pelo banho de xilol 100 % e depois de alcodis (100 %, 90 %, 80
% e 70 %). As laminas foram coradas com hematoxilina por trés minutos e contra
coradas com solugcdo de eosina por 10 segundos. Por fim, as laminas foram
novamente desidratadas em concentracdes crescentes de alcoois e, em seguida,
foram diafanizadas em xilol, que é o meio miscivel de Entelan® (Merck & Co. Inc, As),

utilizado para montagem das laminas.
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3.8 Imunoistoquimica

A imunoistoquimica foi realizada conforme descrito no item anterior até a
parte em que as laminas foram desparafinadas e hidratadas. Posteriormente, estas
laminas passaram por um processo de recuperacao antigénica através de incubacao
em panela a vapor em meio tamponado com tampao citrato em pH 6,0 por 40
minutos. Apos resfriamento do material, as peroxidases teciduais endégenas foram
removidas pela adicdo do peroxido de hidrogénio e ligagBes inespecificas de
anticorpo primario foram evitadas por adicdo de soro de cavalo na propor¢édo de
1:50. Aplicou-se o anticorpo primério por duas horas e realizou-se a lavagem com
tampao fosfato em pH 7,4. Em seguida, as laminas foram incubadas com anticorpo
secundario por 30 minutos, seguido pelo polimero conjugado (Kit PicTureTM MAX
Polymer ZYMED® Laboratories) também por 30 minutos e corou-se com diamino
benzidina (DAB) por 1 minuto. O anticorpo primério utilizado foi caspase-3
(Novocastra® UK, clone JHM62) em diluicdo de 1:100, incubados por 12 horas
(overnight) em camara umida. A imunoreatividade foi considerada positiva quando
detectada coloragdo marrom avermelhada no citoplasma das células para marcagéo
do anticorpo caspase-3.

Para contagem das células marcadas por caspase-3 foi analisada a regido do
fronte de invasdo, que fica na margem do tumor, a cerca de 30 um de distancia.
Para cada tumor, foram tiradas quatro fotografias desta regido com microscopio com
aumento de 40X (Carl Zeiss AG, Alemanha). Em seguida, com o auxilio do software
ImageJ, foram contadas as células marcadas por caspase-3 nas fotografias e esses

valores foram posteriormente analisados estatisticamente.

3.9 Analise estatistica

A analise estatistica do presente trabalho foi realizada com o auxilio do
software Prism GraphPad 5°® O estudo de comportamento reolégico das
formulacdes foi analisado pela diferenca estatisticamente entre dois grupos, que
foram avaliados pelo teste t ndo-pareado. As diferencas foram consideradas

significativas com valores de P < 0,05.

Para a andlise estatistica dos resultados obtidos no teste de MTT, na

avaliagdo do volume tumoral e imunoistoquimica, foi utilizada a andlise de variancia
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ndo paramétrica (one-way ANOVA), sendo que as diferengas entre os grupos foram
comparadas pelo teste de Tukey, com P < 0,05 considerados estatisticamente
significativos (SOKAL; ROHLF, 1995). No teste de MTT também foi calculada a dose
citotoxica para 50 % das células (Clsp) utilizando-se o método estatistico de curva

dose-resposta sigmoidal.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencéo do extrato alcaloidico

No processo de extracdo seletiva acido-base dos frutos de S. lycocarpum, o
rendimento final foi de 35,8% de precipitado. Além disso, realizou-se a solubilizagédo
do precipitado em etanol e o rendimento da fragdo etandlica, contendo os

heterosideos alcaloidicos, foi de 1,23% em relagéo aos frutos secos e triturados.

Schwarz et al. (2007), relatou rendimento de 1,85% de alcalbides totais no fruto
do lobo, sendo que 0,06 % correspondia a SM e 0,09 % a SS. Porém, a técnica de
extracdo utilizada no presente trabalho foi diferente da relatada por Schwarz et al.
(2007). Ademais € necessario levar em consideragdo que 0S materiais vegetais
utilizados para a extracao foram diferentes e coletados em locais e épocas diferentes
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

4.2 Obtencgéo das substancias isoladas

Apos cromatografia em coluna a vacuo do extrato alcaloidico, reuniram-se as
fracoes 31-45 (698 mg) que apresentaram SM e as fracbes 58-70 (501 mg) que
apresentaram SS, quando avaliadas em CCDC. A partir destas fragdes 31-45 e 58-70,
injetaram-se 374 mg e 269 mg, respectivamente, para repurificacdo em CLAE-
semipreparativa, obtendo-se rendimentos de 30,29 % (113,3 mg) de SM e 12,86 %
(34,6 mg) de SS. A aglicona solasodina foi isolada de 6 g do extrato alcaloidico
hidrolisado e particionado com AcOEt, apresentando rendimento de 33 % (2,01 g) de
aglicona e impurezas. Dessa forma, foi necessario uma repurificacdo da amostra por
coluna classica, sendo que o rendimento final foi 19 % (1,13 g) em relagdo a massa

do extrato alcaloidico inicial.

Os alcaldides isolados foram comparados frente a padrbes auténticos
previamente identificados e isolados pelo grupo.
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4.3 Quantificac@o de solamargina e solasonina no ex trato alcaloidico

A quantificagdo dos heterosideos alcaloidicos SM e SS foi realizada em

CLAE, conforme descrito no item 3.1.4.

O comprimento de onda de melhor detecgdo desses compostos foi em 200
nm. O uso deste baixo comprimento de onda foi devido ao fato da SM e SS
possuirem apenas um grupo croméforo (uma Unica ligagéo dupla).

Na Figura 7 est4 apresentado o cromatograma do extrato alcaloidico.
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Figura 7 — Perfil cromatogréafico do extrato alcaloidico de S. lycocarpum por CLAE-
UV. Condi¢des cromatograficas: Zorbax-SB (5 ym), 250 x 4,6 mm. Fase movel:
ACN: Tampéo fosfato pH 7,2 (0,01M) (36,5: 63,5), vazéo: 1,0 mL/min e detec¢cdo em
200 nm.

Os teores dos alcal6ides na analise quantitativa do extrato alcaloidico foram
de 44,37 % para SM e 45,09 % para SS. A soma dos teores de SS e SM no extrato
alcaloidico resultou em 89,46 %, o que demonstra que a extracdo seletiva acido-

base de tais compostos é bastante efetiva.
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4.4 Estudo de estabilidade da formulagéo

Uma vez terminado o teste preliminar de centrifugagdo, verificou-se que as
amostras ndo apresentaram nenhuma instabilidade quanto a separacdo de fases,

havendo possibilidade de dar continuidade aos outros testes.

Durante a avaliacdo visual, conforme apresentado na Figura 8, no tempo O e
24 horas verificou-se que a formulacdo contendo o extrato permanecia ligeiramente
amarelada e a formulagdo controle esbranquicada, quando armazenadas nas
diferentes temperaturas. Porém, ambas as formulacdes apresentavam-se
homogéneas. A partir do sétimo dia, as formulagbes armazenadas em geladeira (5 £
2 °C) comecaram a apresentar grande quantidade de grumos de monoleina. Ja as
formulacdes armazenadas em temperatura ambiente e estufa mantiveram-se com o
mesmo aspecto inicial. Apés 15 dias, as formulacdes armazenadas em geladeira
apresentavam-se totalmente opacas. As formulacbes armazenadas em estufa
comecaram a apresentar alguns grumos e as armazenadas em temperatura
ambiente permaneciam constantes, sem diferencas aparentes. Do trigésimo ao
nonagésimo dias, as formulagBes apresentaram separacdo de fases quando
armazenadas em estufa e temperatura ambiente. Quando armazenadas em
geladeira permaneceram opacas. Em todos os tempos, o odor das formulacdes

manteve-se semelhante.

Dessa forma, pode-se sugerir que as formulagcbes em estudo podem ser
consideradas estaveis quando armazenadas durante 15 dias no ambiente. Assim,
todas as formulacdes utilizadas nos testes posteriores foram preparadas no dia
anterior de cada andlise, armazenadas em temperatura ambiente e utilizadas num

prazo maximo de 15 dias.

No trabalho realizado por Kim et al. (2004), uma formulagédo de fase cubica
também foi preparada contendo monoleina e apresentou separagédo de fases apos
56 dias, tendo sido constatado por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H

NMR) que o 6leo que se formava com o tempo tratava-se da monoleina.
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(A) Tempo 24 horas (B) Tempo 7 dias
-te -te
C) Tempo 15 dias D) Tempo 30 dias

nte nte

(E) Tempo 60 dias (F) Tempo 90 dias
-nte -E
Figura 8 — Aspectos visuais das formulacdes contendo extrato (a) e formulagbes
controle (b) armazenadas em 5 + 2 °C (geladeira), 37 + 2 °C (estufa) e 27 + 2 °C

(ambiente), nos seguintes tempos: (A) Tempo 24 horas; (B) 7 dias; (C) 15 dias; (D)
30 dias; (E) 60 dias e (F) 90 dias.
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Ndo houve diferenca estatistica (P > 0,05) entre os valores de pH das
formulacdes nos diferentes tempos de armazenamento, como pode ser observado

na Tabela 4.

Tabela 4 — Variagdo de pH da formulag&o contendo extrato e da formulagéo controle
em diferentes temperaturas nos tempos 0, 24 horas, 7, 15, 30, 60 e 90 dias.

Temperatura Formulacédo contendo extrato Formulagdo Controle
Geladeira (52 °C) 6,91 +£0,0215 6,95 +0,0150
Ambiente (27 +2 °C) 6,91 +0,0219 6,84 +0,0370
Estufa (37 £2 °C) 6,85 + 00,0292 6,84 +0,0332

A técnica de microscopia de luz polarizada permitiu verificar que as
formulacdes sdo de fase cubica, uma vez que apresentaram caracteristicas
isotrépicas e ndo sédo capazes de desviar o plano de luz incidente (Figura 9). Além
disso, as formulagBes de fase cubica possuem viscosidade elevada, sendo que esta
caracteristica também pdde ser observada na formulacdo devido & monoleina
adicionada ao gel (CHORILLI et al., 2009).

&

Figura 9 — Imagem com aumento de 10X da formulagdo controle (A) e formulacéo
contendo extrato (B) em microscopio optico com filtro de luz polarizada (Carl Zeiss
AG, Alemanha). As formulag6es foram analisadas 24 horas apés o preparo.

Com a avaliacdo do comportamento reoldgico foi possivel observar que as

formulacbes sdo do tipo ndo-newtoniana e apresentam comportamento
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pseudoplastico, visto que as formulacdes com este comportamento saem da origem
e o material comeca a fluir tdo logo uma tensédo de cisalhamento é aplicada sobre
ela. Além disso, a inclinagdo da curva diminui gradualmente com o aumento da
velocidade de cisalhamento (Figura 10) (AULTON, 2005).
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Figura 10 — Reogramas das formulacdes contendo extrato e das formulagfes
controle no (A) tempo 24 horas; (B) 30 dias na geladeira; (C) 30 dias na estufa e (D)
30 dias em temperatura ambiente.

Com o auxilio dos reogramas também foi possivel verificar que as
formulacdes apresentaram area de histerese (tixotropia), sendo que esta é uma
caracteristica normalmente encontrada em graficos de formulacbes com
comportamento pseudoplastico (GASPAR; MAIA CAMPOS, 2003).
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Dessa forma, a tixotropia apresentada pela formulacéo esta relacionada com
a diminuigéo da viscosidade com o tempo quando uma tenséo é aplicada a amostra
e a posterior recuperacao da viscosidade quando esta tensao € retirada (Figura 11)
(MEWIS; WAGNER, 2009). Sendo assim, uma das vantagens da utilizacdo de uma
formulacdo com comportamento pseudoplastico é que sua espalhabilidade é melhor,
pois ir4 perder a viscosidade ao ser aplicada na pele com certa tenséo e, logo apés
gue for formado um filme sobre a pele, a viscosidade voltard a ser semelhante a
inicial, impedindo que a formulagéo escorra (GASPAR; MAIA CAMPQOS, 2003).
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Figura 11 — Grafico da viscosidade x taxa de cisalhamento das formulagfes
contendo extrato e das formulagdes controle no (A) tempo 24 horas; (B) 30 dias na
geladeira; (C) 30 dias na estufa e (D) 30 dias em temperatura ambiente.

Os dados da Tabela 4 foram analisados estatisticamente comparando-se a
formulacdo controle preparada ap6s 24 horas com as formulagBes controle
preparadas apos 30 dias e armazenadas em temperatura ambiente, geladeira e
estufa. A mesma analise foi realizada para a formulacdo contendo extrato. Com isso,
foi possivel verificar que a viscosidade de todas as formulagdes analisadas apos 30

dias, exceto a formulagdo controle armazenada em geladeira, apresentaram reducao
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da viscosidade com p < 0,001. Porém, verificando os valores apresentados na
Tabela 4, observou-se que as formulagdes armazenadas por 30 dias em
temperatura ambiente e estufa apresentaram consideravel diminuicdo da
viscosidade. Isso pode ter ocorrido devido ao fato dessas formulagdes néo
apresentarem floculagdo, provocada pela monoleina, quando expostas as

temperaturas mais elevadas (TADROS, 2004).

Os valores referentes ao indice de fluxo menores que 1 confirmam que a
formulagcdo apresenta comportamento pseudoplastico (GASPAR; MAIA CAMPOS,
2003; TADROS, 2004). Observou-se que as formulagcbes controle e com extrato
armazenadas em temperatura ambiente e estufa por 30 dias, apresentaram aumento

significativo nos valores de indice de fluxo (p < 0,01).

Com relacgéo a tixotropia verificou-se que as formulacdes apresentaram baixos
valores, que por sua vez, ndo sofreram alteragbes significantes durante a

armazenagem.

Tabela 4 — Valores de viscosidade, indice de fluxo, tixotropia e coeficiente de
correlacdo da formulagéo controle (FC) e da formulagdo contendo extrato (FE) no
tempo 24 horas e 30 dias, armazenados nas temperaturas 5 + 2 °C (geladeira), 27 +
2 °C (ambiente) e 37 *+ 2 °C (estufa).

Formulacdes Viscosidade indice de Fluxo Tixotropi a
24 horas FC 5,316 £ 0,1870 0,1971 + 0,0065 1729 £ 71,04
24 horas FE 4,876 = 0,0391 0,1877 £ 0,0026 2526 + 3914

30 dias FC — Geladeira | 4,668 +0,0287 * 0,1973x0,0105 ns 1934+279,8 ns
30 dias FE — Geladeira | 4,190 £0,0502 ** 00,2058 +0,0494 ns 3814+6305 ns
30 dias FC — Ambiente 3,362 £0,1049 ** 0,2620+0,0103 ** 879,7+383,1 ns
30 dias FE — Ambiente 3,793+0,0816 *** 00,2480 +0,0108 ** 1482+7235 ns
30 dias FC — Estufa 2,454 £0,09090 *** (0,3348 +£0,0327 * 061,1+219,7 *
30 dias FE — Estufa 3,157 £0,2150 ** 0,3135+0,0257 ** 1327+207,2 ns

Os resultados sdo expressos pela média + erro padrdo da média (E.P.M.) (n = 3).
Analise estatistica com intervalo de confianca em nivel de 95 %. Valores
estatisticamente significantes com * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001 e os valores
nao significativos (ns).
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4.5 Atividade antifangica in vitro

Em geral, saponinas esteroidais que sdo pertencentes ao grupo dos alcal6ides
esteroidais sdo capazes de desorganizar membranas celulares e, consequentemente,
séo passiveis de apresentar atividade antifingica. Os compostos SM e SS, que sé&o
saponinas esteroidais, e 0 extrato alcaloidico de S. lycocarpum apresentaram
atividade inibitéria contra fungos dermatdéfitos e espécies de Candida. Porém a
aglicona SD, que também € uma saponina esteroidal, ndo demonstrou atividade frente
estes micro-organismos. Além do mais, foi possivel observar que os heterosideos
alcaloidicos apresentaram sinergismo quando foram avaliados em diferentes

proporgoes.

Os valores da concentracgédo inibitéria minima (CIM) foram calculados pelo teste
de microdiluicdo seriada e, assim, foi possivel verificar a concentragéo fungistatica de
cada amostra testada. Em seguida, foi realizado o teste da concentragéo fungicida
minima (CFM) em placas de agar Sabouraud dextrose com as CIM obtidas, com o
intuito de verificar se além de possuir atividade fungistatica, as amostras também

possuiam atividade fungicida.

Observou-se com os resultados para a CIM e CFM foram idénticos, ou seja,
na mesma concentracdo em que as amostras foram fungistaticas, também foram
fungicidas. Assim, os valores dessas concentracdes para os fungos dermatofitos e
espécies de Candida estdo apresentados nas Tabelas 5 e 6, respectivamente. Tais
valores foram expressos em ug/mL, sendo que para 0os compostos isolados o

resultado também foi expresso em uM.

Para realizar esta conversdo, as seguintes massas molares tedricas foram

utilizadas:
Solamargina (SM) = 868,0813 g/mol
Solasonina (SS) = 884,5012 g/mol
Solasodina (SD) = 414,3405 g/mol

Dessa forma, constata-se que as massas molares dos compostos SM e SS

sdo similares, diferindo apenas por 16,4 g/mol a mais de SS. Em contrapartida, a
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massa molar da SD € praticamente a metade de SM e SS. Com isso, a quantidade

de SD utilizada no experimento foi praticamente o dobro em relacdo aos outros

compostos.

Tabela 5 — Atividade antifingica (CIM e CFM), expressos em pg/mL do extrato
alcaloidico de S. lycocarpum, solasonina, solamargina e solasodina frente aos

dermatofitos.
Compostos T. rubrum T. mentagrophytes M. canis M. gypseum
Extrato alcaloidico 250 125 250 125

Solasonina (SS)

Solamargina (SM)

250 (282,64)*

125 (143,99) 62,5 (71

250 (282,64)

,99)

> 250 (>282,64)

125 (143,99)

125 (141,32)

62,5 (71,99)

Solasodina (SD) > 250 (>603,36) > 250 (>603,36) >250 (>603,36) > 250 (>603,36)
75% SS + 25% SM 125 125 125 62,5
50% SS + 50% SM 125 62,5 125 62,5
25% SS + 75% SM 125 62,5 125 62,5

Cetoconazol 0,78 0,78 0,38 31

* Entre parénteses estdo os valores dos compostos SS, SM e SD expressos em M.

Tabela 6 — Atividade antifiungica (CIM e CFM), expressos em pg/mL do extrato

alcaloidico de S. lycocarpum, solasonina, solamargina e

espécies de Candida.

solasodina frente as

Compostos

C. albicans

C. tropicalis

C. parapsilosis

C. glabrata

C. krusei

Extrato alcaloidico

Solasonina (SS)

250

250 (282,64)*

500

> 250 (> 282,64)

500

> 250 (> 282,64)

250

250 (282,64)

500

> 250 (> 282,64)

Solamargina (SM) 125 (143,99) 250 (282,64) 125 (143,99) 125(143,99) 250 (282,64)
_ > 250 > 250 >250 >250 > 250
Solasodina (SD) (> 603,36) (> 603,36) (> 603,36) (> 603,36) (> 603,36)
75% SS + 25% SM 125 250 250 125 > 250
50% SS + 50% SM 125 250 250 125 > 250
25% SS + 75% SM 125 250 250 125 > 250
Fluconazol 0,25 0,5 1 8 4
ltraconazol 0,03 0,03 0,03 0,78 0,03

* Entre parénteses estdo os valores dos compostos SS, SM e SD expressos em M.
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Muito embora a quantidade em moles de SD tenha sido maior do que a de
SM e SS, este composto n&o apresentou atividade contra nenhum micro-organismo
quando avaliado nos testes de CIM e CFM. Entretanto, SM apresentou a maior
atividade antifungica em relacdo aos outros compostos testados. Com isso, é
possivel considerar que a atividade antifiUngica da SM e SS esteja relacionada com
a cadeia de acuUcares ligada ao nacleo esteroidal da molécula, uma vez que a SD
ndo apresentou atividade (BLANKEMEYER et al., 1998). Aléem do mais, o agucar
ramnose também pode estar influenciando nesta atividade, pois o composto SM
possui duas ramnoses ligadas ao nucleo esteroidal, enquanto SS apresenta apenas
uma. Verma, Kabra e Mukhopadhyay (2011) reconhecendo a importancia da cadeia
de acucares da SM (chacotriose) e da SS (salotriose) presentes nestes compostos
resolveram sintetiza-los deixando-os ligados ao grupo p-metoxifenilico (OMP) para
possibilitar que outras conjugacdes pudessem ocorrer com nucleos diferentes da
SD.

Outro estudo que corrobora com o fato das cadeias de aguUcares estarem
ligadas a atividade antifingica foi o realizado por Ruiz et al. (2006), que comprovou
que os fungos produzem lipases, que sdo enzimas responsaveis pela manutencao
da infec¢é@o fungica em hospedeiros. Tais enzimas podem ser inibidas por algumas
saponinas, alcaldides e flavondides. Porém, devido ao tamanho do ndcleo destes
metabolitos secundérios, que sdo algumas vezes glicosilados, ndo é possivel haver
a entrada do nucleo do metabdlito na enzima, entrando apenas os carboidratos e

sendo estes 0s responsaveis pela inibicdo da lipase.

Segundo Pinto et al. (2011) os compostos SM e SS possuem atividade
antifangica contra os fungos dermatoéfitos (T. rubrum, T. mentagrophytes, M. canis e
M. gypseum) e leveduras (C. albicans e C. parapsilosis). Entretanto, o composto SS
foi muito mais ativo que SM, indo de encontro com os resultados apresentados neste
trabalho. Contudo, ha relatos na literatura que demonstram que SM geralmente é
mais ativa do que SS (FEWELL; RODDICK; WEISSENBERG, 1994,
BLANKEMEYER et al., 1998; SUN et al., 2010).

Outro aspecto observado com o auxilio dos resultados expressos nas Tabelas
5 e 6 foi que os compostos SM e SS apresentaram sinergismo quando foram

avaliados em diferentes proporcdes, sendo que na literatura esta atividade sinérgica
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entre SM e SS j& havia sido reportada por Fewell, Roddick e Weissenberg (1994)
contra os fungos R. solani e P. medicaginis. Nos fungos testados, exceto para C.
parapsilosis e C. krusei verificou-se que na proporc¢éo 50 % SS + 50 % SM a CIM e
CFM prevaleceram com o valor de 100 % SM. Dessa forma, pode-se observar que
mesmo a SM estando em menor quantidade sua atividade é mantida quando
associada a SS. Tal sinergismo também foi reportado quando estes compostos
tiveram sua citotoxidade testada frente as raizes de pepinos, em que apresentaram
58 % de aumento da citotoxidade quando foram avaliados juntos e em proporg¢des

iguais (SUN et al., 2010).

Como controles positivos dos experimentos antifungicos foram utilizados
cetoconazol para os dermatéfitos e fluconazol e itraconazol para as leveduras do
género Candida. O mecanismo de agdo desses farmacos se da pela inibicdo do
citocromo p450, prejudicando a sintese de ergosterol e provocando o aumento da

s v =g =

celular (HA et al., 2011).

4.6 Avaliacdo da citotoxidade das substancias isola  das e do extrato alcaloidico
pelo teste de MTT

A citotoxidade do extrato alcaloidico e dos compostos SM, SS e SD foram
avaliadas frente as linhagens de células A431 e L929, que sdo respectivamente
células humanas de carcinoma espinocelular e células de fibroblastos de
camundongos. A principal finalidade da realizacdo deste teste in vitro foi a de obter a
confirmacgdo de que, principalmente, o extrato alcaloidico é toxico as células A431,
pois no teste anticancer in vivo, realizado no presente trabalho, utilizou-se de uma
formulacdo contendo 1 % de extrato alcaloidico para tratar animais que foram
induzidos ao cancer de pele por células A431. Assim sendo, nas Figuras 12 e 13
mostram-se as porcentagems de células vidveis apos terem sido expostas as
amostras por 12 horas nas concentracfes 5 — 100 pg/mL, considerando que o

controle negativo (DMSO 1 %) apresentou viabilidade celular de 100 %.
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Figura 12 — Avaliagdo da citotoxidade do extrato alcaloidico, dos compostos
isolados SM, SS, SD e doxorrubicina frente as células A431.
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Figura 13 — Avaliagdo da citotoxidade do extrato alcaloidico, dos compostos
isolados SM, SS, SD e da doxorrubicina frente as células L929.
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Os graficos demonstram que o extrato alcaloidico, SS e SM foram mais
citotoxicos frente as células tumorais do que aos fibroblastos. Verifica-se que a Clso
do extrato alcaloidico, SS e SM foram 45,9; 73,8 e 5,1 ug/mL para células A431,
respectivamente. Enquanto que para as células L929 foram de 84,2; 110,6 e 35,1
pg/mL. Sendo assim, constata-se que estes compostos apresentaram seletividade
pelas células tumorais em detrimento das normais (CHAM, 2007). Outro estudo que
relatou esta seletividade frente as células tumorais foi o realizado por Wu et al.
(2011), em que o produto desenvolvido SR-T100, que contém majoritariamente 0s
compostos SM e SS, apresentaram atividade citotoxica frente as células A431 e
linhagens de células carcinoma espinocelular da lingua (SCC 4, SCC9 e SCC25).
Porem, os compostos SM e SS ndo apresentaram citotoxidade frente as células de
gueratindcitos imortalizadas (HaCaT). Além disso, também foi observado que a
atividade citotéxica do composto SS € menor quando comparada com SM, sendo
que esta informacdo também foi relatada na literatura em testes de citotoxidade
realizados por Sun et al. (2010) e Wu et al. (2011). Dessa forma, no teste de
citotoxidade frente as células A431 ao se comparar SM, SS, SD e doxorrubicina com
o extrato alcaloidico, verificou-se que nas concentracdes 5 e 25 pug/mL o extrato era
estatisticamente diferente (P < 0,001) de SM e doxorrubicina. Porém, nas
concentracdes 50 e 75 pg/mL essa diferenca estatistica foi diminuindo (P < 0,01) até
gue na concentracdo 100 pg/mL o extrato foi semelhante a esses compostos.
Todavia, a SS apenas foi semelhante ao extrato na concentragéo de 25 pg/mL e a
SD, que ndo apresentou citotoxidade frente as células A431, foi estatisticamente

diferente (P < 0,001) do extrato a partir da concentragéo 50 pg/mL.

Com relacdo a citotoxidade frente as células L929, verificou-se que SM
apresentou maior citotoxidade, sendo que o extrato foi apenas diferente (P < 0,001)
deste composto até a concentracdo 50 pg/mL. As amostras SS, SD e doxorrubicina
nao apresentaram citotoxidade frente as células L929, sendo que a partir da
concentracdo 75 pg/mL o extrato passou a ser estatisticamente diferente (P < 0,05)
da doxorrubicina e (P < 0,001) da SD e, na concentracdo 100 pg/mL essa diferenca

aumentou para doxorrubicina e SD (P < 0,001) e para SS (P < 0,05).

Apesar do mecanismo de agdo dos compostos SM e SS ndo estar bem
esclarecido contra células tumorais, verificou-se pelo perfil dos graficos de

citotoxidade frente as células A431 e L929 e comparacdo com dados da literatura
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(KUO et al., 2000; SHIU et al.,, 2007; LI et al. 2011; DING et al.,, 2012), que o0s
mesmos ndo sdo semelhantes ao apresentado pela doxorrubicina. Em sintese, o
mecanismo de acdo apresentado pela doxorrubicina se da pela interpolagéo deste
composto na cadeia dupla hélice de DNA, parcialmente desenrolando-a. Dessa
forma, a acdo da DNA polimerase sera inibida e, consequentemente, impedira a
sintese de um novo &cido nucléico, levando a apoptose celular (BEER; BOTTONE;
VOEST, 2001).

4.7 Avaliagdo da atividade anticancer in vivo

Nos ensaios para avaliagdo da atividade anticancer in vivo, o cancer de pele
ndo-melanoma do tipo espinocelular foi induzido nos animais por inje¢do subcutéanea
de células A431. Este protocolo foi muito bem padronizado, pois todos os animais que
foram induzidos ao cancer apresentaram o tumor dias depois. Para que a indugéo do
cancer ocorresse de forma efetiva, os animais precisaram ser do tipo “nude”, atimicos.
Com isso, esses animais nao produziam células T contra corpos estranhos que
entravam em contato com seu organismo, sendo esta a razdo das células A431 ndo
terem sido combatidas (ANAND et al., 2009).

Apos aproximadamente 10 dias da indu¢do quando os tumores atingiram o
tamanho de 0,7 cm de largura por 0,7 cm de comprimento, o tratamento dos animais
foi iniciado. O acompanhamento do crescimento e da regresséo tumoral foi realizado
diariamente por fotografias e por medi¢des do tumor com paquimetro. Durante 50 dias
os animais foram tratados com as formulagbes Curaderm BEC 5, formulagéo
contendo extrato e formulagéo controle, sendo em seguida, aplicado um curativo

oclusivo para promover o contato prolongado das formulagdes com o tumor.

Todos os animais do grupo controle positivo tratados com formulagéo
Curaderm BEC 5 apresentaram regressao e diminuicdo do tumor (Figuras 14 e 15).
Entretanto, os animais que foram tratados com a formulacdo contendo extrato,
formulag&o controle e os ndo tratados (controle negativo) ndo apresentaram regressao

e nem diminuig&o do volume tumoral (Figuras 14, 15, 16, 17 e 18).

Apesar de estudos farmacotécnicos preliminares terem sido realizados in vitro e

in vivo com a formulag&o contendo 1 % de extrato alcaloidico, esta néo foi efetiva no
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tratamento do cancer neste modelo de estudo. A provavel razédo do resultado nao ter
sido satisfatdrio foi devido ao fato dos compostos SM e SS néo terem atingido o tumor
de maneira efetiva, mesmo com o auxilio do promotor de absorcdo monoleina. Por
outro lado, a formulacdo Curaderm BEC 5 que contém 0,005 % de BEC e alta
concentragcdo de acido salicilico e uréia, foi altamente queratolitica, sendo capaz de
promover o desprendimento do tumor do animal em aproximadamente 15 dias. Dessa
maneira, mesmo a formulagéo apresentando baixa concentragdo dos compostos SM

e SS, esta foi capaz de destruir as células tumorais presentes no local.

Normalmente, o &cido salicilico € utilizado em peelings e como agente
gueratolitico para tratamento de calos e verrugas (BASHIR et al., 2005). Sendo assim,
0 acido salicilico presente na formulacdo Curaderm BEC 5, foi o responséavel por
baixar o pH para 2,4 e foi capaz de destruir em poucos dias toda camada epidérmica
que recobria o tumor, como pode ser observado na Figura 14. Além disso, verificou-se
forte processo inflamatério nesta regido, o qual com o passar dos dias cicatrizou

espontaneamente.

Muito embora a formulagéo Curaderm BEC 5 seja comercializada em diversos
paises, principalmente Australia, no proprio site de venda do produto € declarado que
este ndo se destina a tratar, curar ou prevenir qualquer doenca. Este produto também
nNao possui autorizagcdo da Administracdo de Alimentos e Medicamentos dos Estados
Unidos (FDA) para ser comercializado (CURADERM, 2012).
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4.7.1 Formulacdo Curaderm BEC 5

12 semana _Za semana 32 semana 42 semana

52 semana 62 semana 72 semana Coleta do tumor

Figura 14 — Avaliacdo visual do tumor do animal tratado com formulagdo Curaderm
BEC 5 durante 50 dias.
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Figura 15 — Volume tumoral em cm? dos animais (n = 5) tratados com a formulag&o
contendo extrato alcaloidico por 50 dias. Valores expressos em média + E.P.M.
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4.7.2 Formulacdo contendo 1 % de extrato alcaloidic o de S. lycocarpum
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Figura 16 — Avaliacdo visual do tumor do animal tratado com formulagdo contendo
extrato durante 50 dias.
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Figura 17 — Volume tumoral em cm? dos animais (n = 5) tratados com a formulag&o
contendo extrato por 50 dias. Valores expressos em média + E.P.M.
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4.7.3 Formulag&o controle

12 semana 22 semana 32 semana 42 semana
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Figura 18 — Avaliagcdo visual do tumor do animal tratado com formulacdo controle
durante 50 dias.
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Figura 19 — Volume tumoral em cm?® dos animais (n = 5) tratados com formulac&o
controle por 50 dias. Valores expressos em média + E.P.M.
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4.7.4 Controle negativo sem tratamento
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Figura 20 — Avaliag&o visual do tumor do animal sem tratamento durante 50 dias.
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Figura 21 — Volume tumoral em cm® dos animais (n = 5) sem tratamento por 50 dias.
Valores expressos em média + E.P.M.
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Ao realizar a andlise estatistica do volume tumoral verificou-se que o controle
negativo, a formulagdo contendo extrato e a formulagdo controle apresentaram
diferenca estatistica com significancia de P < 0,001 em comparacédo a obtida para a
formulacdo Curaderm BECS5. Porém, a diferenca entre os grupos formulagéo
contendo extrato e formulacdo controle ndo foram significativamente diferentes em
relacdo ao grupo controle negativo, podendo-se concluir que a formulagdo contendo

o0 extrato alcaloidico ndo apresentou atividade contra o cancér de pele (Figura 22).
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Figura 22 — Volume tumoral em c¢cm?® dos grupos de animais (n = 5) tratados pela
formulacdo contendo extrato, formulacdo controle, formulagdo Curaderm BECS5 e
controle negativo, por 50 dias.

4.8 Analise histolégica e imunoistoquimica dos tumo res

A analise histolégica dos tumores foi realizada pelo patologista Prof. Dr. Sérgio
Britto Garcia da faculdade de Medicina da USP de Ribeiréo Preto, o qual verificou que
o cancer de pele apresentado pelos animais no teste in vivo se tratava do carcinoma
espinocelular. Segundo o patologista, 0os tumores apresentavam pérolas cérneas, que
sdo caracteristicas deste tipo de cancer, bem como a patolologia tumoral foi
confirmada pelo padrdo morfologico observado. Dessa forma, pode-se confirmar que
as células de carcinoma espinocelular A431, utilizadas na inducdo do cancer dos

animais, foram as responsaveis pelo desenvolvimento dos tumores.

Com relacéo ao teste imunoistoquimico, o anticorpo caspase-3 foi o escolhido

para marcacdo dos tumores, uma vez que este permite a avaliacdo da inducdo de
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apoptose e na literatura ha diversos relatos de que o mecanismo de acdo dos
compostos SM e SS se dao por esta via (SHIU et al., 2007; LI et al., 2011; DING et al.,
2012; ). O fronte tumoral foi a regido escolhida para analise do tumor, uma vez que
esta regido é a mais externa e com isso pode-se observar se as formulagbes

apresentaram atividade ao entrar em contato com o tumor.

A apoptose, também conhecida como morte programada da célula, ocorre em
organismos multicelulares. As caspases, por sua vez, sdo uma familia de proteases
cisteinicas que desempenham um papel importante na apoptose, pois sdo as
responsaveis por alterarem a morfologia e bioquimica das células (COHEN, 1997;
SUN; MIKUNI; KINJO, 2011). Existem dois tipos de caspases segundo Sun et al.
(1999): as que sao “iniciadoras” da apoptose, como € o caso das caspase -8 e -9, e as
“efetoras”, no caso das caspases-3, -6 e -7. A caspase-3 é uma protease cisteinica
efetora de grande importancia na apoptose, pois € a responsavel pela clivagem
proteolitica total e parcial de proteinas, como a enzima nuclear poli(ADP-ribose)
polimerase (PARP), a qual é clivada por diferentes vias durante a apoptose celular
(COHEN, 1997). Dessa maneira, caspase-3 tem demonstrado ser um componente
chave envolvido nos mecanismos de apoptose, sendo que sua ativa¢ao é considerada
como ponto final de muitas vias apoptoticas (SUN; MIKUNI; KINJO, 2011). De acordo
com os resultados obtidos na contagem de células marcadas por caspase-3, verificou-
se que 0 grupo que obteve reducdo tumoral, que foi tratado com a formulacéo

Curaderm BECS5, apresentou maior numero de células em apoptose (Figura 23).
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Figura 23 — Células marcadas pelo anticorpo caspase-3 nos grupos de animais (n =
5) tratados com formulacdo Curaderm BEC 5, formulagdo contendo extrato,
formulag&o controle e controle negativo.

O resultado da formulagdo Curaderm BEC 5 foi estatisticamente diferente de
todos os outros grupos, apresentando P < 0,01 para os grupos formulagdo contendo
extrato e controle negativo e, P < 0,001 para o grupo formulagcdo controle. A
formulacdo Curaderm BEC 5 causou grande necrose na periferia do tecido e foi
verificada uma extensa faixa de apoptose no interior do tumor. Esta necrose foi
observada apenas na area de contato da formulacdo Curaderm BEC 5 com a pele,
ndo sendo observada nos demais grupos. Dessa forma, sugere-se que o acido
salicilico, presente na formulagéo, foi o responsavel por causar esta necrose (Figura
24). Ha também no interior do tumor diversas células marcadas com o anticorpo
caspase-3, confirmando a acdo apoptotica da formulacdo Curaderm BEC 5. Assim,
além de promover a necrose tumoral, a formulacdo Curaderm BEC 5 também foi

capaz de atingir o tumor e provocar a apoptose de células.

Em contrapartida, 0 mesmo nao foi observado para os animais tratados com a
formulacdo contendo extrato, pois 0s tumores nao apresentaram resultados
satisfatorios quanto a marcacado pelo anticorpo caspase-3, ou seja, as células nao
sofreram apoptose. Assim, o resultado revela que a formulacdo contendo extrato néo
foi suficientemente litica para atravessar a barreira da pele e atingir o tumor,
provavelmente devido a falta de agente queratolitico na formulacdo, uma vez que o
promotor de permeac¢do, monoleina, ndo foi suficiente para propiciar permeacao

adequada (Figura 25).
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Figura 24 - Imagem da marcagao por imunoistoquimica para o anticorpo caspase-3
no grupo formulacdo Curadem BEC 5, com aumento de 20X. N = necrose e A =
apoptose.

Figura 25 - Imagem da marcacao por imunoistoquimica para o anticorpo caspase-3
no grupo formulacao contendo extrato alcaloidico, com aumento de 20X.
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As mesmas observacdes feitas para o grupo formulagdo contendo extrato
alcaloidico foram feitas para os grupos controle negativo e formulagéo controle, pois

néo foram observadas atividades necréticas e apoptéticas (Figuras 26 e 27).

Figura 26 - Imagem da marcacao por imunoistoquimica para o anticorpo caspase-3
no grupo formulagéo controle, com aumento de 20X.

Figura 27 - Imagem da marcacao por imunoistoquimica para o anticorpo caspase-3
no grupo controle negativo, com aumento de 20X.
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5. CONCLUSOES

A extragcdo &cido-base nos frutos de S. lycocarpum foi eficiente obtendo-se
extrato alcaloidico com 89,46 % de alcalbides, os quais, apds coluna cromatografica a
vacuo, seguido de CLAE—semipreparativa, permitiu o isolamento dos heterosideos
alcaloidicos, SS e SM. Ap6s hidrélise acida do extrato, seguido de purificagdo por

coluna classica foi possivel a obtencéo da aglicona SD;

Com relacdo aos testes de estabilidade e de caracterizacdo fisica da
formulagdo, verificou-se que as formulagbes contendo extrato alcaloidico e
formulagGes controle mantidas a temperatura ambiente (27 + 2 °C) apresentaram
caracteristicas fisicas de estabilidade até um prazo de 15 dias. Porém, as formulagfes
armazenadas em geladeira (5 + 2 °C) apresentaram instabilidade apés o sétimo dia e
as armazenadas em estufa (37 + 2 °C) a instabilidade foi observada ap6s o décimo

quinto dia;

O extrato alcaloidico, SS e SM apresentaram atividade antifingica contra os
fungos dermatdfitos e espécies do género Candida, sendo que SM foi a substancia
com maior atividade. Por outro lado, SD, a aglicona, ndo apresentou atividade, o que
destaca a importancia das cadeias de aglcares para atividade antifingica destes

compostos;

No teste de citotoxidade in vitro frente as células A431, foi possivel observar
gue os compostos apresentaram atividade citotéxica. O composto SM foi o que
apresentou maior atividade, porém também apresentou relativa citotoxidade frente as
células L929;

Nos ensaios in vivo verificou-se que a Unica formulagéo efetiva no tratamento
do cancer de pele espinocelular, induzido por células A431, foi o grupo tratado pela
formulagdo Curaderm BEC 5, que por conter acido salicilico em sua formulagéo
favoreceu a penetracdo dos compostos SM e SS no tumor. Todavia, 0S grupos que
foram tratados com formulagdo contendo extrato alcaloidico e formulagédo controle

apresentaram 0 mesmo aspecto que os animais do grupo controle negativo;
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