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RESUMO

As naftoquinonas tém sido relacionadas a atividade antitumoral, entretanto
estes podem causar danos ao DNA e ser mutagénicos. Algumas destas, como por
exemplos, a isoeleuterina e eleuterina, presentes em Eleutherine plicata Herb.
carecem de estudos de mutagenicidade e atividade antitumoral. O presente trabalho
avaliou o potencial antitumoral do extrato etanodlicos de E. plicata (EEEP), fracdo em
que se encontrava as quinonas (Fracdo diclorometano- FDEP) e o potencial
genotdxico relacionado a estas substancias. Para compreender se o fracionamento
influencia na atividade antitumoral, foram obtidos o EEEP por maceracédo dos bulbos,
este foi fracionado sobre refluxo e obteve-se a FDEP e esta fracionada em coluna
cromatografica aberta, sendo isoladas a eleuterina, isoeleuterina e o eleuterol. Ainda
foram realizados os seguintes estudos quimico-farmacéuticos: in silico toxicidade e
farmacocinética (PreADMET), docking e dinamica. A atividade antitumoral foi avaliada
através do efeito citotbxico em linhagem de célula tumoral (cancer bucal-SCC-9) e
linhagem de célula normal (queratindcitos humanos-HaCaT), ensaio tridimensional em
modelo esferoide e migracdo celular nas mesmas linhagens. A genotoxcidade e
mutagenicidade foram avaliadas no modelo de Allium cepa, sendo os resultados dos
compostos isolados relacionados aos obtidos nos estudos in silico. Além das
natoquinonas isoeleuterina e eleuterina, o eleuterol foi isolado de FDEP, a avaliacéo
in silico demonstrou perfis farmacocinéticos semelhantes entre estes compostos. Na
avaliacdo da atividades antitumoral observou-se que o fracionamento de EEEP
contribui negativamente para a atividade, sendo o EEEP (SCC09: Clso= 12,87 + 0,86
e HaCaT: 28,81 + 1,82ug/mL) o mais promissor e com maior indice de seletividade
para a célula tumoral, interferindo na velocidade e direcionalidade da migracéo
tumoral. Tentando compreender este resultado, avaliou-se a capacidade de ligacao
das naftoquinonas a Topoisomerase Il (TOPII) confirmando que os mesmos se ligam
na bolsa desta, estabilizando o complexo DNA-TOP Il. Em contrapartida, a eleuterina
mostrou-se mais genotoxica, aumentando o indice de mitose, de aberragdes, sendo
observados micronucleo, broto e ponte na fase de metafase. Entretanto, ndo foi
possivel diferenciar a toxicidade da eleuterina e isoleuterina nos estudos in silico
(Algae, Daphinia, peixes e mutagenicidade), sendo obtidos resultados semelhantes.
Em sintese, o EEEP é promissor como agente citotéxico em células tumorais e na
prevencdo das metastases de cancer escamoso de boca. Em relacdo as
naftoquinonas, a isoleuterina, devido o0 menor potencial toxico e capacidade de
estabilizacdo do complexo DNA-TOP Il, merece ser avaliada em outras linhagens
tumorais.

Palavras-chave: Eleutherine plicata, naftoquinonas, atividade antitumoral; toxicidade;

estabilizacdo do complexo DNA TOP Il



ABSTRACT

Naphthoquinones have been linked to antitumor activity; however, they can
cause DNA damage and be mutagenic. Some of these as the isoeleutherine and
eleutherine, present in Eleutherine plicata Herb., do not have studies of mutagenicity
and antitumor activity. This study evaluated the antitumor potential of the ethanolic
extracts of E. plicata (EEEP), the fraction in which the quinones were found (Fraction
dichloromethane-FDEP) and the genotoxic potential related to these substances. For
understanding whether fractionation influences antitumor activity, EEEP was obtained
by macerating the bulbs, it was fractionated under reflux and FDEP was obtained and
fractionated in an open chromatographic column, resulting in the isolatation of
eleutherine, isoeleutherine and eleutherol. Chemical-pharmaceutical studies were
carried out: silica toxicity and pharmacokinetics (PreADMET), docking and dynamics.
The antitumor activity was evaluated through the cytotoxicity in tumor cell line (oral
cancer-SCC-9) and normal cell line (human keratinocytes-HaCaT), three-dimensional
assay in spheroid model and cell migration in the same lines. Genotoxicity and
mutagenicity were evaluated in Allium cepa model, the results of the isolated
compounds were similar to those obtained in silico studies. In addition to the
isoeleutherine and eleutherine, eleuterol was isolated from FDEP, the silica evaluation
demonstrated similar pharmacokinetic profiles between these compounds. In the
evaluation of anti-tumor activities, the EEEP fractionation contributed negatively to the
activity, with EEEP (SCCO09: ICs0 = 12.87 £ 0.86 and HaCaT: 28.81 + 1.82ug/mL) being
the most promising with higher selectivity index for the tumor cell, interfering in the
speed and directionality of tumor migration. Trying to understand this result, the
capacity of naphthoquinones bind to Topoisomerase Il (TOPIl) was evaluated,
confirming that they bind in its pouch, stabilizing the DNA-TOP Il complex. In contrast,
eleutherine proved to be more genotoxic, increasing the rate of mitosis, of aberrations,
with micronucleus, bud and bridge being observed in the metaphase phase. However,
it was not possible to differentiate the toxicity of eleutherine and isoleutherine in silico
studies (Algae, Daphinia, fish and mutagenicity), obtaining similar results. In summary,
EEEP is promising as a cytotoxic agent in tumor cells, and in the prevention of
squamous cancer of the mouth. In relation to naphthoquinones, isoleutherine, due to
its lower toxic potential and stabilization capacity of the DNA-TOP Il complex, needs
to be evaluated in other tumor strains.

Keywords: Eleutherine plicata, naphthoquinones, antitumor activity; toxicity;
stabilization of the DNA TOP Il complex
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1. INTRODUCAO

O carcinoma espinocelular € responsavel por aproximadamente 90% de todas
as les6es malignas na cavidade oral, sendo observada principalmente em regides de
labios, lingua, assoalho de boca, orofaringe e gengiva (MAROCCHIO et al. 2010). A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimou o carcinoma espinocelular oral (CEC
oral) como o oitavo tipo de céncer mais comum em todo o mundo em 2014
(TSANTOULIS et al. 2007)

Na atualidade, existem numerosos farmacos disponiveis para o tratamento do
cancer, porém, estes possuem baixa seletividade e possuem algumas desvantagens,
tais como: inUmeros eventos adversos graves, dentre estes destacam-se a
neurotoxicidade, hepatotoxicidade, cardiotoxicidade, mutagenicidade ,
carcinogenicidade; falha terapéutica devida a resisténcia aos farmacos(CRAGG et al.
2005). Além disso, alguns tratamentos medicamentosos possuem preco muito
elevado, limitando o acesso dos usuarios a estes farmacos. Logo, buscar alternativas
terapéuticas mais seletivas, menos toxicas e com um custo mais acessivel é urgente.

As plantas sao consideradas importantes fontes para a pesquisa e
desenvolvimento de novos antitumorais. A utilizacdo de plantas para o tratamento do
cancer é descrita ao longo da histdria, e sdo os recursos primarios na medicina
tradicional contra o cancer, sendo que mais da metade dos farmacos usados para o
tratamento do cancer sédo derivados de produtos naturais, microrganismos e espécies
marinhas (SEWELL et al. 2014).

Algumas naftoquinonas mostraram-se promissoras como antitumoral, a B-
lapachona mostrou-se ativa em linhagens de células tumorais em leucemia,
melanoma, cancer colorretal, de mama e de préstata. Além disso, observou-se efeito
sinérgico ente o tratamento radioterapico de tumores e a B-lapachona, em especial,
para melanoma que apresenta elevada resisténcia a radioterapia (FERREIRA et al.
2010). Apesar destes resultados promissores, a atividade antitumoral das
naftoquinonas e outros metabolitos de E. plicata foram pouco exploradas.

A Eleutherine plicata (Iridaceae), conhecida por popula¢gées amazénicas como
marupazinho (BRASIL,2020), & usada popularmente como para o tratamento de
diarreias, amebas, infeccédo intestinal, doencas hepaticas, hemorragias e anemia

(PINTO,2009), entre outras alegagfes. Estudos quimicos de extratos obtidos de po


file:///C:/Users/laura/Downloads/carcinoma%20espinocelular%203-converted.docx%23_bookmark67
file:///C:/Users/laura/Downloads/carcinoma%20espinocelular%203-converted.docx%23_bookmark67
file:///C:/Users/laura/Downloads/carcinoma%20espinocelular%203-converted.docx%23_bookmark85

13

dos bulbos desta planta levaram ao isolamento de varias naftoquinonas, compostos
de naftaleno, antraquinonas e terpenos, entre 0s constituintes isolados, os principais
produtos do extrato incluem os naftalenos eleuterol (Figural.l); isoeleuterol (Figura
1.4) as naftoquinonas eleuterina (Figura 1.2) e isoeleuterina (Figura 1.3;ALVES,2003;
VALE, 2020)

Estudo realizado, utilizando linhagem HepG2 (hepatocarcinoma) demonstrou
que o fracionamento reduziu a citotoxicidade, sendo a naftoquinona 2 a menos
citotdéxica, no entanto esta apresentou elevado indice de dano (teste do cometa) e
menor frequéncia de micronucleo (teste do micronucleo). A isoeleuterina mostrou-se
citotoxica, porém apresentou elevado potencial antioxidante e baixo potencial
genotdxico, logo ndo deve ser mutagénica. A fracao diclorometano apresentou maior
potencial mutagénico, visto ter apresentado elevada frequéncia de microndcleo
(GALUCIO, 2014). Estes resultados preliminares, podem sinalizar que a E. plicata
possui potencial antitumoral, mas devido a elevada genotoxicidade, também pode ser
mutagénica. Logo estudo que avalie o potencial antitumoral, bem como o mecanismo
envolvido nesta atividade é importante. Também € importante relacionar este efeito
antitumoral ao potencial mutagénico estéo relacionados as naftoquinonas eleuterina

e isoeleuterina, justificando a realizacdo do presente estudo.

™~ ™~
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Figura 1: Substancias isoladas de Eleutherine plicata

Legenda: 1-Eleuterol; 2-Eleuterina; 3- Isoeleuterina; 4- Isoeleuterol
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1Cancer

Etimologicamente, cancer possui origem grega surgindo a partir da “karkinos”
que quer dizer caranguejo. Foi utilizada pela primeira vez por Hipocrates (460 -377
a.C.), o pai da medicina. O cancer foi detectado em mumias egipcias, comprovando
que ele ja comprometia o homem ha mais de 3 mil anos antes de Cristo. No sentido
patolégico, o cancer pode ser definido como um conjunto de mais de 100 doencas
genéticas que possuem em comum o crescimento desordenado de células e
propagacdo descontroladas no corpo de formas anormais das préprias células
corporais que perderam a sua identidade celular (ALMEIDA et al. 2005).

O processo de carcinogénese possui trés estagios: estagio de iniciacao, estagio
de promocéao e estagio de progressao. No estagio de iniciacdo as células sofrem acéo
de um agente cancerigeno, que promove modificacdo no gene. Nesta fase as células
encontram-se geneticamente alteradas, entretanto ainda ndo é possivel se detectar
um tumor clinicamente (SILVA et al. 2012). No estagio de promocao, as células
geneticamente alteradas sofrem acdo dos agentes cancerigenos (oncopromotores),
tornando-se malignas. No Ultimo estagio, chamado estagio de progressdo, ha a
multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células geneticamente modificadas.
Nesse estagio o cancer ja esté instalado e comeca a surgir as primeiras manifestacdes
clinicas da doenca (ALMEIDA et al. 2005). Infelizmente, o diagndstico geralmente é
feito no 3° estagio, e algumas vezes em estagio avancado da doenca, reduzindo a
probabilidade de cura (SARMENTO,2016).

O cancer é uma doenca que afeta o mundo inteiro. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS,2014), estima-se que a cada trés pessoas, uma
sera diagnosticada com céancer. S6 no ano de 2018, estimou-se que o cancer foi
responsavel por cerca de 9,6 milhdes de mortes, sendo considerado uma das
principais causas de morte no mundo.

O carcinoma espinocelular é responséavel por aproximadamente 90% de todas
as lesdes malignas na cavidade oral, sendo observada principalmente em regides de
labios, lingua, assoalho de boca, orofaringe e gengiva (MAROCCHIO et al. 2010). A
Organizacao Mundial de Saude (OMS) estimou o carcinoma espinocelular oral (CEC

oral) como o oitavo tipo de cancer mais comum em todo o mundo em 2014
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(TSANTOULIS et al. 2007). Anualmente mais de 500.000 casos de cancer de cabeca
e pescoco sdo diagnosticados, sendo 50.000 apenas nos Estados Unidos, sendo o
sexto mais comum nesse pais em 2013 (ARNAOUTAKIS et al. 2013). Dados do
Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimam mais 15.290 novos casos de cancer de
boca (11.280 em homens e 4.010 em mulheres) no Brasil no ano de 2014.

Os tratamentos convencionais possuem algumas desvantagens e, em muitos
casos, apenas prolonga em alguns anos a expectativa de vida do paciente. A falha da
quimioterapia antineoplasica é devida, principalmente, a falta de seletividade e a
resisténcia aos farmacos. Esta resisténcia pode ocorrer porque as populacdes
celulares desenvolvem nova codificacdo genética (mutacdo) que lhes permite seguir
vias metabdlicas alternativas, através da sintese de novas enzimas. E também
observada resisténcia nos casos em que o tratamento é descontinuado, quando a
populacao tumoral é ainda sensivel aos farmacos, em que a quimioterapia é aplicada
a intervalos irregulares e em que doses inadequadas sdo administradas (REDDY et
al. 2003). Variados canceres que apresentam tumores sélidos, incluindo os canceres
de mama, ovério, pulm&o e baixo trato gastrintestinal desenvolvem mecanismos de
resisténcia a multidrogas (DISEASES,2000).

Diante destes problemas, a busca de alternativas terapéuticas ainda é
necessaria e plantas sdo consideradas importantes fontes para a pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos. A utilizacdo de plantas para o tratamento do
cancer é descrito ao longo da historia, e a partir disso, as plantas foram utilizadas
como recursos primario para a producdo de medicamentos tradicionais eficazes
contra o cancer, sendo que mais da metade das drogas usadas para o tratamento do
cancer sdo derivados de produtos naturais como plantas, microrganismos e espécies
marinhas (CRAGG et al. 2005; SEWELL et al. 2014). E ainda, muitas plantas
medicinais apresentam atividade antioxidante e tem mostrado resultados promissores
na prevencao e terapia do cancer, reduzindo o risco de doencas potencialmente fatais,
além de inibir complicagdes induzidas por agentes toxicos (HEIDARIAN et al. 2013).

Diante disso, a necessidade de estudar novas substancias com potencial uso
para o tratamento do cancer se torna fundamental, visto que além de buscar combater
a resisténcia das células tumorais as quimioterapias ja existentes, ainda ha
necessidade de buscar alternativas terapéuticas menos toxicas e mais seletivas,
contribuindo para maior adeséo ao tratamento e conforto do paciente. As quinonas

representam uma ampla e variada familia de metabdlitos de distribuicdo natural. Nos
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altimos anos intensificou-se o interesse nestas substancias, ndo sO devido a sua
importancia nos processos bioquimicos vitais, como também ao destaque cada vez

maior que apresentam em variados estudos farmacoldgicos.

2.2Quinonas

As quinonas sao compostos organicos resultantes da oxidagéao dos orto e para
difendis com perda de dois atomos de hidrogénio. Estes compostos séo substancias
sélidas, cristalinas e coradas, inclusive observa-se tons de amarelo para as 1,4-
naftoquinonas e vermelho para as 1,2-naftoquinonas (COSTA,2002).As atividades
farmacolégicas das quinonas vem sendo descritas na literatura, dentre as principais:
antibacteriana, fungicidas (GAFNER et al. 1996), larvicida e inseticidas (OLIVEIRA et
al. 2002), anti-helminticas (KOVACIC et al. 1989), antimalaricas (WAN et al. 1974),
tripanossomicidas (PINTO et al. 2000), moluscicidas (SANTOS et al. 2000),
leishmanicida (TEIXEIRA et al. 2001), viruscidas (LI et al. 1993), antitumorais
(SUBRAMANIAN et al. 1998) e anti-inflamatoria (ALMEIDA et al. 1990).

Ainda sobre atividades farmacoldgicas, verificou-se que o isoeleuterol e
isoeleuterina mostraram-se ativos no virus HIV, no qual, observou-se a inibicdo da
replicacdo do virus (HARA et al. 1997). A isoeleuterina mostrou-se ativa ainda contra
Bacillus subtilis(FERNANDES et al. 2008).A eleuterina inibe a atividade da
topoisomerase Il humana (HARA et al. 1997), esta naftoquinona estabiliza o complexo
DNA-enzima na presenca de ATP, e € um inibidor catalitico reversivel da
topoisomerase Il (KRISHNAN e BASTOW, 2000).

A topoisomerase |l € essencial para a manutencdo do estado topoldgico do
DNA durante a replicagéo, transcricao e recombinacado (WANG, 1996). Geralmente,
0S compostos que alteram a atividade dessa enzima podem atuar estabilizando
intermediarios covalentes que ocorrem quando ela se liga de forma néo covalente ao
DNA, na presenca de um cation bivalente, ocasionando uma transitoria quebra de
cadeia dupla no DNA,; ou ainda, influenciar em qualquer outro passo do ciclo catalitico
(ANDOH e ISHIDA, 1998).

A atividade antimicrobiana e antiparasitaria de extratos e fracbes de plantas
ricas em naftoquinonas tem sido relacionada ao potencial redox destes constituintes,
ou seja, as naftoquinonas estdo envolvidas em processos oxidativos biolégicos. Para

este entendimento é importante a compreensao de radical livre, espécies reativas e
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estresse oxidativo (PINTO e CASTRO, 2009).

O radical livre possui um ou mais elétrons desemparelhados, ou seja, em seu
orbital h& elétron livre, o que os torna instaveis e altamente reativos. Exemplos de
radicais livres: o &tomo de hidrogénio, superéxido (O2*), hidroxila (OHe), 6xido nitrico
(NOe). O termo antioxidante tem muitas definicbes, porém, quando se refere a um
organismo vivo pode ser definido como qualquer substancia, que quando esta
presente em alta concentracdo em comparagdo com um substrato oxidavel, atrasa ou
previne a oxidagao deste substrato (HALLIWELL,1995).

A oxidacdo é uma parte fundamental da via aerébica e do metabolismo e,
assim, os radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfuncao
biolégica. Esses radicais livres, cujo elétron desemparelhado se encontra centrado
nos atomos de oxigénio ou nitrogénio, sdo denominadas espécies reativas de oxigénio
(ROS), ou espécies reativas de nitrogénio (RNS) ambas radicalares (com um ou mais
elétrons desemparelhados) ou ndo (VISIOLI, 2000; PIETTA, 2000). No organismo, 0s
radicais livres encontram-se envolvidos na fagocitose, regulacdo do crescimento
celular, sinalizacéo intercelular e sintese de substancias biolégicas importantes. No
entanto, seu excesso acarreta efeitos prejudiciais, tais como a lipoperoxidacédo de
membranas e oxida¢éo de proteinas (HUSAIN, 1987). ROS e RNS incluem os radicais
livres, como o anion superoxido, radicais hidroxila e peroxila, bem como espécies nao
radicalares, como peroxido de hidrogénio, peroxinitrito e oxigénio singlete. As ROS
sdo produzidas continuamente na cadeia respiratdria das mitocéndrias com a reducao
de um elétron do oxigénio e molecular. NAD(P)H oxidase, xantina oxidase,
mieloperoxidase, cicloxigenase e lipoxigenase sédo grandes fontes enzimaticas de
ROS em células de mamiferos, enquanto a radiacdo UV representa um exemplo de
um fator ambiental de geracdo de ROS (STEINBRENNER, 2009)

Em altas concentragbes, ROS e RNS podem danificar macromoléculas
celulares, incluindo DNA, proteinas e lipidios, podendo levar a morte celular
subsequente. Assim, as células possuem mecanismos de defesa e sistemas
antioxidantes para detoxificacdo de ROS e RNS, bem como a reparacdo de
modificacdes oxidativas deletérias sobre as estruturas celulares. O estresse oxidativo
€, portanto, o resultado do desequilibrio entre moléculas antioxidantes e oxidantes,
causada por disturbios na producéo, distribuicdo ou por uma superabundancia de
ROS ou RNS a partir de fontes enddgenas ou fatores ambientais, predominando a

acdo danosa das ROS e RNS sobre as células. Por causa disso, 0 estresse oxidativo
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tem sido relacionado na patogénese de diversas doencas, que variam de
cardiovasculares, neurodegenerativas, alguns tipos de cancer, bem como no processo
de envelhecimento. Vale ressaltar que as espécies reativas em geral podem ser ao
mesmo tempo causa e consequéncia de patologias humanas associadas ao estresse
oxidativo (SILVA,2011)

Espécies reativas podem ser geradas in vivo via acdo catalitica de enzimas,
durante os processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no metabolismo
celular e pela exposi¢cédo a fatores exdgenos como a luz ultravioleta (UV) e gama,
ozbnio, medicamentos, cigarro, dieta e outros. Ainda pode ser geradas
endogenamente, formadas intracelularmente em consequéncia do proprio
metabolismo celular (elétrons provenientes da cadeia de transportes de elétrons,
localizada na mitocéndria, podem interagir com varias moléculas intracelulares), além
de processos inflamatorios, enzimas do citocromo P450 (BIANCHI e ANTUNES, 1999;
BERRA et al.2006).

A oxidacdo de moléculas e a formacdo de radicais livres ndo podem ser
consideradas apenas prejudiciais, pois sé&o muito importantes para a fisiologia normal
dos organismos vivos. Por exemplo, a oxidacdo é importante para producdo de
energia e os radicais livres sdo muito importantes contra infec¢cdes ja que os
macrofagos ao defender o organismo, envolve a bactéria e a bombardeia com radicais
superoxidos. Diante deste exemplo podemos entender que 0 organismo humano nao
vive sem os radicais livres, pois s&o indispensaveis na defesa (QUEIROS, 2008;
SILVA et al. 2011).

A mitocbndria realiza a producéo de ATP (trifosfato de adenosina) a partir da
fosforilacdo oxidativa e consumo de oxigénio, esta producéo de ATP ocorre devido ao
fluxo de elétrons derivados a partir do ciclo dos acidos tricarboxilicos, por exemplo,
dinucleétideo de nicotinamida-adenina (NAD) e dinucleotideo de flavina e adenina
(FAD), estes transporte de elétrons resulta no transporte de prétons pela membrana
interna da mitocéndria, o que gera um grande potencial nesta membrana e a energia
perdida pelos prétons ao reentrar na matriz mitocondrial, € usada para produzir ATP.
Durante esta transferéncia de elétrons, alguns elétrons individuais escapam e
ocasionam a reducao do oxigénio molecular, resultando no superoxido (O2*), ou seja,
estima-se que 1% do oxigénio consumido possa resultar em espécies reativas de
oxigénio (ROS; FARISS et al. 2005).

No caso das quinonas, o ciclo redox pode ser iniciado por uma reducdo de um



19

ou dois de seus elétrons. Quando ocorre a reducdo de um elétron, esta reacao é
mediada pela redutase NADPH-citocromo P450, formando semiquinonas, que sao
consideradas intermediérias instveis. Estas semiquinonas ao transferir elétrons ao
oxigénio molecular originam o radical superoxido (Oz¢), 0 superéxido pode ser
convertido a peroxido de hidrogénio (H202) - reacdo catalisada pela enzima
superéxido dismutase (SOD). Em seguida ocorre a formacdo do radical hidroxila
(OHe), que ocorre pela reducédo do ferro catalisada pelo peroxido de hidrogénio (Figura
2). Todas estas espécies reativas podem reagir com o DNA, proteinas, lipidios e
ocasionar danos celulares (PINTO e CASTRO, 2009).
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Figura 2: Representacao do ciclo redox e a geracdo dos metabdlitos de quinonas.
Legenda: Oxigénio molecular (O2), radical superédxido (O2), perdxido de
hidrogénio(H202), superodxido dismutase (SOD), radical hidroxila (OHs).
Fonte: PINTO e CASTRO, 2009.

Os efeitos citotoxicos de muitas quinonas geralmente estdo associados a
reducdo de um elétron que resulta em semiquinonas. Essas semiquinonas entram em
ciclo redox com o oxigénio molecular, produzindo ROS e ocasionando estresse
oxidativo (THOR et al. 1982); tanto as semiquinonas quanto ROS podem gerar radical
hidroxila que ocasiona quebra na cadeia de DNA. Outro fator de citotoxicidade é a
inibicdo da topoisomerase Il (VERMA, 2006).
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Um estudo observou que juglona (5-hidroxi-1,4-naftoquinona) tem mudaltiplos
efeitos nas células, tais como: a inducéo de dano ao DNA, a inibicdo da transcricdo, a
reducdo dos niveis de proteina p53 e a inducdo de morte celular, em parte por inducao
da apoptose e na maior parte por necrose (PAULSEN e LJUNGMAN, 2005). O efeito
citotoxico da juglona é atribuido a inducéo de estresse oxidativo que leva ao dano a
membrana da célula, através da peroxidacao lipidica. Esta substancia possui acao
clastogénica (quebram cromossomo) levando a morte celular por apoptose e necrose
(AITHAL et al.2009) pode ser desencadeada por diversos estimulos, incluindo a
exposicao a agentes fisicos e quimicos ou pela remocéao de fatores de crescimento. A
sobrecarga oxidativa causa danos celulares, resultando em alteracéo do estado redox
(por exemplo, deplecao das coenzimas nucleotidicas, perturbacdo das enzimas que
contém enxofre), saturacao e destruicdo dos sistemas de defesa e de reparacéo; e se
o equilibrio celular ndo é restaurado, ocorre uma série de processos patolégicos. Os
processos predominantes resultantes do estresse oxidativo incluem degradacéo
oxidativa lipidica (peroxidacéo lipidica), perda de homeostase do calcio intracelular e
alteracdo das vias metabdlicas; todos estes processos estdo associados a apoptose
(CLUTTON, 1997; GOMEZ-MONTERREY et al. 2010). Henry e Wallace (1996)
sugerem que a morte celular ocasionada pelo ciclismo redox das naftoquinonas é uma

manifestacdo de despolarizacdo mitocondrial.

2.3 Eleutherine plicata

Eleutherine plicata Herb.(E.plicata) € uma planta medicinal da América tropical,
com distribuicdo do Haiti ao Brasil, podendo estar presente em outras regides como
espécie introduzida. Um sinbnimo comumente usado é Eleutherine bulbosa Mill.,
segundo o banco de dados The plantlist (http://www.theplantlist.org/). O género
Eleutherine esta inserido na familia Iridaceae, que compreende aproximadamente
2030 espécies, distribuidas em cerca de 70 géneros (GOLDBLATT, 2008). Esta planta
€ conhecida na Amazénia brasileira como marupazinho e em outras regides do Brasil
como: marupa, marupa-piranga, murapai, marupari e  palmeirinha.
(ALBUQUERQUE,1989).
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Figura 3. Bulbos de Eleutherine plicata

E. plicata é uma planta rizomatosa, caracterizada pela presenca de bulbos
escamosos de coloracdo vinho que lembram uma cebola pequena (Figura 3). N&ao
apresenta caule e sua altura varia entre 20 a 30 cm. Suas folhas séo simples, inteiras
e plissadas longitudinalmente, com aproximadamente 25 cm de comprimento. As
flores podem ser rosas ou brancas e estao dispostas em uma panicula ampla no apice
de um longo escapo enrijecido presente acima da folhagem. Sua multiplicacéo feita
por bulbos é muito eficiente, podendo persistir por areas como ervas daninhas
(ALBUQUERQUIE, 1989; VIEIRA, 1992).

Essa espécie possui varios usos na medicina tradicional em diversos locais da
América tropical. Na Amazonia Brasileira € empregado contra problemas que estédo
relacionados com o sistema gastrointestinal: gastralgias, diarreia, vermes intestinais,
amebiase e hemorroidas (SCHULTES, 1990; MORS 2000). Fora do Brasil € utilizada
rotineiramente para tratar problemas relacionados ao sistema reprodutor feminino,
como no combate a colica menstrual em mulheres colombianas (WENIGER et al.
1982). No Haiti é utilizado como agente antiinfertiidade (HALBERSTEIN, 2005) e
abortivo de gestacOes com trés a quatro meses (WENIGER et al., 1982). O mesmo
uso é feito no Peru (GRENAND, 1987). No Peru, Trindad e Tobago, a planta € usada
com fins cicatrizante (LANS, 2007; VILLEGAS et al. 1997). A populacdo da Amazodnia
brasileira utiliza E. plicata no combate a amebiase (BARBOSA, 2001), onde cerca de
5g do bulbo € macerado para o preparo de cha.

O Ministério da Saude incluiu E. plicata na Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse do SUS, através do Programa de Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos BRASIL, 2009, com o objetivo de orientar a populacao
sobre sua eficiéncia terapéutica e seguranca quanto a possiveis efeitos toxicos.

Trabalhos anteriores ja isolaram e identificaram uma série de constituintes quimicos
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de importancia farmacologica em E. plicata, entre eles a presenca de isoleteurol e
isoeleuterina, variantes de compostos quinénicos presentes no extrato etandlico, além
de antraquinonas (crisofanol), saponina esteroidal, heterosideos, taninos e agucares
redutores (GRENAND, 1987; ALBUQUERQUE, 1989; VIEIRA, 1992; MALHEIROS,
2008).

Uma caracteristica marcante de Eleutherine plicata é a presenca de
naftoquinonas, estes metabdlitos sdo conhecidos por sua acao de provocar estresse
oxidativo ao induzirem a formacdo deletéria enddégena de espécies bioativas
derivadas do oxigénio, (SILVA et al. 2003, BORGES, 2012). Estudos avaliaram a
atividade da espécie como antimalarico e antileishmanicida, nos quais a E.plicata
mostrou-se promissora como antiparasitario. (BORGES, 2012; SILVA, 2012; VEIGA,
2013). No entanto, a atividade antitumoral desta espécie ainda € escassa.

Estudo realizada, utilizando linhagem HepG2 (hepatocarcinoma) demonstrou
gque o fracionamento reduziu a citotoxicidade, sendo que uma de suas
subfracBes(sugestiva de naftoquinona), foi a menos citotdxica, no entanto esta
apresentou elevado indice de dano (teste do cometa) e menor frequéncia de
micronucleo (teste do microndcleo). A isoeleuterina mostrou-se citotoxica, porém
apresentou elevado potencial antioxidante e baixo potencial genotoéxico, logo ndo deve
ser mutagénica. A fracdo diclorometano apresentou maior potencial mutagénico, visto
ter apresentado elevada frequéncia de micronicleo (GALUCIO, 2014). Estes
resultados preliminares, podem sinalizar que a E. plicata possui potencial antitumoral,
mais devido a elevada genotoxicidade, também pode ser mutagénica. Logo estudos
gue avaliem o potencial antitumoral, bem como o mecanismo envolvido nesta
atividade sdo importantes. Também € importante relacionar este efeito antitumoral ao

potencial mutagénico, justificando a realizacdo do presente estudo.
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3.0BJETIVOS
3.10Dbjetivo Geral

Avaliar a atividade antitumoral de Eleutherine plicata Herb e seu potencial

mutagénico.

3.2. Objetivos especificos

e Realizar estudos fitoquimicos da E. plicata;

e Avaliar toxicidade in silico de eleuterina e isoleuterina

e Avaliar potencial mutagénico de eleuterina e isoleuterina

e Determinar a citotoxicidade do extrato etandlico,fracdo dicloromenato,e
costiuintes quinonicos isolados de E. plicata;

e Avaliar Coesdo Celular em esferéide tumoral e normal com EEEP e
FDCM

e Avaliar velocidade de Migracéao celular e direcionalidade do EEEP
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Material
4.1.1EQUIPAMENTOS

e Aparelho de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) da Bruker Ascend
400 MHz Autoclave 75L —Phoenix;

e Banho-maria, modelo SL 150—- SOLABCientifica;

e Banho de ultrasson, modelo 2210 Brason — Tecnal Equipamentos para
laboratorio;

e Balanca Analitica shimadzumodelo AUY220

e Bomba de vacuo- Fabbe

e Camara de contagem de Neubauer espelhada —Improved;

e Centrifuga refrigerada, modelo CT-600R - Cientec Equipamentos
paraLaboratorio;

e Camara de contagem de Neubauer espelhada —Improved,;

e Capela de exaustao SP Labor

e Capela de fluxo laminar Veco, mod. VLFS-12

e Centrifuga refrigerada, modelo CT-600R — Cientec Equipamentos para
Laboratorio

e Contador manual de células -DIGETIMER;

e Cromatografo da linha Alliance e2695 (Waters), com um sistema de
bomba binario e injetor automético acoplado a um detector de UV/Vis
com arranjo de diodo abrangendo a faixa de comprimento de onda de
210 - 600 nm

e Coluna de fase reversa Sunfire C18 (150 x 4,6 mm, 5um)

e Coluna de guarda Sunfire C18 (20 mm x 4,6 mm, 0,5 pym)

e Dessecador de vidro

e Destilador de 4gua

e Equipamento de Fluxo Unidirecional, modelo CFLV 12 — GrupoVeco;

e Estufa BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio), modelo HF212 UV —
ByosistenscomimportadoraeExportadoradeEquipamentosparalLaboratd
roLTDA

e Estufa ventilada para secagem de material vegetal Fanem, mod. 5012
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Evaporador rotatorio fisaton, modelo R 803, com banho-maria modelo
558.

Estufa, modelo Md 12 — Medicate Produtos Médicos;

Geladeira - Eletrolux;

Incubadora CO2,modelo Series 8000WJ — Thermoscientific;
Micropipetas, volume ajustavel de 10-100 pL e de 100-1000 pL -
Paguepet;

Microscépio Optico, modelo E200-NIKON -Eclipse,;

Microscépio Zeiss

Microscopio time-lapse com uma camera de dispositivo de carga
acoplada (Axiocam mrn, Zeiss, Gottingen, Alemanha) anexado a um
microscopio invertido (Axio Observer Z1, Zeiss, Gottingen, Alemanha)
Phmetro de bancada — QuimisQ400RS;

Sistema de Filtracdo a vacuo 250 mL, membrana 0,22 pym — TPP —

Switzerland

4.1.2 SOLVENTES, FASES ESTACIONARIAS DEMAIS REAGENTES

Acetato de etila PA (Labsynth®)

Acetonitrila grau CLAE (Tedia Company®)

Agua destilada

Diclorometano PA (Labsynth®)

Etanol 96% (Souza Cruz®)

Metanol PA(Labsynth®)

Metanol grau CLAE (Tedia Company®)

Hexano PA (Labsynth®)

Silica gel Sigma 230x400 mesh, 40-63 um

Silica gel para cromatografia em coluna fina —Macherey-Nagel;

HCI concentrado-(Labsynth®)
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4.1.3 MATERIAIL PLASTICO, VIDRARIAS E OUTROS

e Balbes de fundo redondo de 100, 250 e 500 mL

e Bastéo de vidro

e Béqueres de 10, 50, 100, 500 e 1000 mL

e Bisturi

e Coluna cromatografica iide vidro 100 x 2,5 cm

e Cubas cromatograficas

e Garrafas de cultura de células 75cm?— TPP —Switzerland;

e Garrafas de cultura de células 25cm? — SPL Life Sciences;

e Papel de filtro;

e Membranas filtrantes de nylon com poros de 0,45 um, da marca Millipore
(Tullagreen, Carrigtwohill, Irlanda)

e Placas de cultura de células de 24 pocos —TPP;

e Placas de cultura de células de 96 pocos —TPP;

e Ponteira 200 yuL amarela, tipo universal — Labware Manifactuting CO;

e Ponteira 100-1000 pL, azul, tipo universal — Kartell S.P.A.;

e Placa Petri-55mm de diametro

e Erlenmeyers de 50, 100, 250 e 500 mL

e Espétulas de metal

e Tubo para microcentrifuga de fundo cénico, Sigma Chemical Company

e Frascos de penicilina 50 mL

e Funis de separacao de 250 mL e 2000 mL

e Garrafas de cultura de células 75cm?— TPP —Switzerland;

e Garrafas de cultura de células 25cm? — SPL Life Sciences

e Papel aluminio comercial

e Papel de filtro MN 618

e Pinca

e Pipetas graduadasde 1,5e 10 mL

e Pipetas de Pasteur de vidro
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e Pipetas volumétricas de 10 e 20 mL

e Placas cromatograficas de vidrol0 x 5 e 10 x 10cm
e Placas de cultura de células de 24 pogos —TPP;

e Placas de cultura de células de 96 pocos —TPP

e Ponteiras de 10 a 1000puL e de 20 a 200uL

e Provetas 5, 20, 50, 100, 500 e 1000 mL

e Tubos Falcon 15, 50 mL

e Tubos vial para CLAE

4.1.4 MEIO DE CULTURA E OUTROS

. Acido acético a 1%
e Acido tricloroacético
e Corante orceina acética(2%)

e Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
e Esmalte -Ludurana

e Estreptomicina — SigmaAldrich

e fixador carnoy

e Hepes — SigmaAldrich;

e Meios de Cultivo Completo

e SRB Sigma Aldrich;

e Penicilina/streptomicina (Gibco)

e Soro bovino Fetal — Gibco;

e Tampao Sédio Fosfato- Sigma-Aldrich
e Tripsina — EDTA (1X) —Gibco;

e Eleuterina- Cedida por Vale (2020)

e [soeleuterina- Cedida por Vale (2020)
e Eleuterol- Cedido por Vale (2020)

e Glicose (Gibco)
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4.1.5 REVELADORES UTILIZADOS NA PROSPECCAO FITOQUIMICA POR
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

4.1.5.1 Anisaldeido sulfarico (AS)

Misturou-se 0,5 mL de anisaldeido com 10 mL de acido acético glacial, seguido
de 85 mL de metanol e 5 mL de &cido sulfdrico concentrado, nesta ordem. Em seguida,
o reagente foi armazenado em frasco &mbar sob refrigeracao (2-8°C; WAGNER et al.
1984).

4.1.5.2 Sulfato cérico

A Solucado de sulfato cérico foi preparada a partir de 2,1g de sulfato cérico
pentaidratado [Ce(S0Oa4)2. 5H20] dissolvido em 15 mL de acido sulfurica concentrado

e adicionado a 800 mL de agua destilada.

4.1.6 MATERIALBIOLOGICO

4.1.6.1Linhagem celular

HaCat (linha de células de queratinécitos humanos), SCC-9 (OSCC linhagens) as
linhas celulares foram obtidas no Rio de Janeiro Cell Bank (BCRJ, Rio de Janeiro, RJ).
HaCat e SCC-9 foram cultivadas em meio DMEM com alta glicose (Gibco)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de penicilina / estreptomicina

(Gibco). Todas as células foram mantidas em incubadora (37 ° C, 5% CO2).

4.1.7 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

Os bulbos de E. plicata foram coletados no municipio de Traquateua - PA,
Brasil, BR 318, Lat. 1.1436°, Long. 46.95511°. A identificacdo botanica foi realizada
por Dra. Marlia Regina Coelho Ferreira, depositando-se a exsicata no Herbario Jodo
Murcga Pires (MG) do Museu Paraense “Emilio Goeldi” sob o registro MG. 202631.
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4.2. Métodos

4.2.1 Estudos quimico- farmacéuticos

Os bulbos de E.plicata foram lavados em agua corrente para retirada das
sujidades, ap0s isso, foram cortados em pedacos menores para facilitar o processo
de secagem em estufa de ar circulado até que o peso fosse constante, secos 0s
bulbos passaram pelo processo de moagem em moinhos de facas, processo pelo qual
se obteve o p6 de E. plicata.

O po de E.plicata (924 g) foi submetido ao processo de maceracdo em etanol
96° por sete dias, com agitacdo diaria, essa solucao extrativa foi filtrada, e concentrada
em rotaevaparador até residuo (extrato etandlico), cerca de 44 g de extrato foram
utilizados para reextracdo sob refluxo, processo pelo qual o extrato etandlico foi
submetido a um sistema sob refluxo, utilizando solventes de polaridade crescente:

hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol (Figura 4; VALE et al. 2015).

EEEP

Reextracdo com
300mL(3x100mL)de Hexano

ErHex Residuo

Reextracdo com 300mL(3x100mL)
de Diclorometano

FrDcm Residuo

Reextracdao com 300mL(3x100mL)
de Acetato de Etila

FrACoEt Residuo

Reextracdo com 300mL(3x100mL)
de Metanol

FrMeoH

Figura 4: Fracionamento sob refluxo do extrato etandlico dos bulbos de Eleutherine plicata.

Legenda: EEEP-extrato etandlico da Eleutherine plicata; FrHex - fracdo hexanica do extrato
etandlico; FrDCM - fracé@o diclorometénica do extrato etandlico; FrAcCOET- fracdo acetato de etila do
extrato etandlico; FrMeOH- fracdo metandlica do extrato etandlico
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A fracdo diclorometano, por apresentar maior quantidade de naftoquinonas,
monitoradas por CCD, foi entdo refracionada por coluna cromatografica (Figura 5) ,
utilizando silica gel como fase estacionaria e como fase movel, misturas de solventes
em diferentes propor¢cdes com polaridade crescente, conforme descrito no quadro 1.
A subfracdo 16-20 (1,3g) coletada da primeira coluna(C1) apresento-se em CCD, com
formacdo de duas bandas sugestivas de duas naftoquinonas de interesse, e massa
elevada, e essa subfracao, foi refracionada por coluna cromatografica, com a mesma
fase estacionaria da C1,e com a fase mével descrita no quadro 2, desta coluna foram
coletadas 31 subfracdes, foram reunidas as que apresentaram perfil cromatografico
semelhante em CCD eltidas com: hexano:acetato (8:2) e reveladas com anisaldeido
sulfarico, desta reunido de subfracfes duas (C2fr5 e C2Fr8) sugestivas de eleuterina
e isoleuterina,foram recristalizadas (60°C) em metanol, obtendo-se duas substancias

de interesse.

Quadro 1: Eluentes utilizados para obtencdo das subfragBes da fracdo diclorometano de
Eleutherine plicada por cromatografia em coluna aberta de silica gel.

Eluentes (proporcgdes) FracOes
obtidas
Hexano 01-04
Hexano + Dicloro (8:2) 05-09
Hexano + Dicloro (1:1) 10-27
Hexano + Dicloro (4:6) 28
Hexano + Dicloro (3:7) 29-36
Hexano + Dicloro (2:8) 37-45
Diclorometano 46-49
Diclorometano + Acetato de Etila (7:3) 50
Diclorometano + Acetato de Etila (1:1) 51-52
Diclorometano + Acetato de Etila (2:8) 53
Acetato de Etila 54-57
Acetato de Etila + Metanol (95:5) 58
Acetato de Etila + Metanol (1:1) 59-60
Metanol 61-62

Quadro 2: Eluentes utilizados para obtencao das subfracdes da amostra 16-20 de Eleutherine
plicada por cromatografia em coluna aberta de silica gel.

Diclorometano+ hexano 8:2 01-13

Diclorometano 14-20
Diclorometano +acetato8:2 21-29
Diclorometano +acetato 1:1 30-31
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As fracdes obtidas em C1 e C2, foram reunidas por similaridade de bandas
formadas em CCD revelada com anisaldeido sulfdrico. As subfracbes que
apresentaram formacao de cristais, foram purificadas dessas através do processo de
recristalizacdo utilizando metanol (60°C) como solvente. ApOS esse processo, 0S
sélidos formados foram levados a estufa até completa secagem. A pureza foi

verificada por CCD utilizando hexano: acetado de etila (8:2) como fase moével, a

revelacdo das placas foi realizada com sulfato cérico.

7

Figura 5: Fracionamento em coluna cromatogréfica aberta da fracdo diclorometano de
Eleutherine plicata.

As fracbes que apresentaram somente uma mancha e maiores rendimentos
foram escolhidas para analise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada
ao Detector Arranjo de Diiodo (CLAE-DAD) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).
O desenvolvimento do método cromatografico para andlise dos extrato etandlico,
fracbes (hexanica, diclorometano, aceto de etila e metanol - 10 mg), subfracbes
(C1Frl5, C2Fr5, C1Fr24-25; 1 mg) foi realizado em cromatografo. A fase estacionaria

foi uma coluna de fase reversa com coluna de-guarda e em forno termostatico a 40
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°C. As amostras foram diluidas em acetonitrila grau HPLC e posteriormente filtradas
em membranas filtrantes de nylon com poros de 0,45 um, A fase mével constitui-se
de uma mistura isocréatica de agua ultra puran e acenonitrila filtrada 50:50, por 17 min,
volume da injecdo 20 pL. com fluxo de :0.7 mL/min. O comprimento de onda utilizado
foi 254nm.

Com o objetivo de identificar as substancias isoladas ,foi utilizado o aparelho
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) da Bruker Ascend 400 MHz na aquisi¢do
de espectros de 'H e 13C.Para andlise, foram selecionadas as amostras que
apresentaram uma Unica banda em CCD(Figura 9) sugestivas de compostos
quinbnicos, as amostras foram: fr15C1(20,4mg), Fr24-25C1(20,8mg), e
Fr5C2(20,4mg) , todas os compostos foram solubilizados em cloroférmio deuterado
(CDCls)

4.2.1.1. ESTUDO IN SILICO FARMACOCINETICO

As estruturas quimicas foram submetidas ao estudo in silico para predi¢cdes
farmacocinéticas utilizando o software PreADMET. Foram avaliados os seguintes
parametros: absorc¢éo, distribuicdo e metabolismo hepatico.

Como critérios de avaliacdo utilizou-se os seguintes dados:

. Absorc¢ao intestinal humana (AIH): moléculas bem absorvidas: 70-100
%; Moderadamente absorvida: 20-70 %; mal absorvidas: 0-20 % (YEE, 1997);
. Permeabilidade em células Caco2 e MDCK: Alta permeabilidade: >70

nm/sec; Média permeabilidade: 4-70 nm/sec; Baixa permeabilidade/; <4 nm/sec
(YAZDANIAN, 1998; IRVINI et al. 1998);

. Ligacdo as proteinas plasmaticas: Fortemente ligadas: > 90 %;
Fracamente ligadas: < 90 % (PreADMET, 2016);

4.2.2 ATIVIDADE ANTITUMORAL E MECANISMO DE ACAO

4.2.2.1 Ensaio para a avaliagdo do efeito citotoxico (sulforrodamina B - SRB)

As linhagens celulares HaCaT (linha de células de queratindcitos humanos) e
SCC-9 (linhagem de células de carcinoma escamoso oral) foram cultivadas em Meio
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de FBS , 1% de
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penicilina/streptomicina e glicose , e incubadas em atmosfera umida a 37° C e 5%
CO2. Quando se observou a confluéncia celular, as células foram desaderidas com
tripsina e feito o ajuste para 10* células /mL. Estas células foram distribuidas em
placas de 96 pocos (4000 células) e apo6s 24h, foram tratadas com diferentes
concentracbes de EEEP 2, FDEP, isoeleuterina, eleuterina e eleuterol (15,62 a
700pg/mL) e em seguida novamente incubadas por 24h. Apdés isso, as monocamadas
de células foram fixadas com acido tricloroacético a 10% (p/v) e coradas com corante
SRB por 30 min. O excesso de corante foi removido por lavagem repetida com &cido
acético a 1% (v/v). O corante ligado a proteina foi dissolvido em solucdo de base tris
10 mM para determinacdo da densidade oOptica (DO) a 560 nm usando um leitor de
multiplacas (Adaptado de VICHAI; KIRTIKARA, 2006).

O indice de seletividade (IS) pode indicar a seletividade de um composto entre
uma linhagem neoplasica e uma normal, indicando o potencial uso deste composto
em testes clinicos (BOGO, 2012). A seletividade do extrato, fracbes e compostos
quindnicos isolados de E.plicata foi realizada de acordo com Suffines e Pezzuto
(1991). O IS do extrato, fragOes e substancia isolada foram obtidos a partir da razéo
entre os valores da CC50 das células ndo tumorais e CI50 das células tumorais.Foi
considerado significativo um valor de IS maior ou igual a 1,0 para indicar se a amostra
€ mais ativa em células tumorais do que células normais( Adaptado de DE ALMEIDA
,etal 2014.)

4.2.2.2 ENSAIO TRIDIMENSIONAL (3D) EM MODELO ESFEROIDE

Neste ensaio foram utilizadas as mesmas linhagens celulares (HaCaT e SCC-
9). Os pocos de uma placa de 96 pocos foram revestidos com uma solucéo de 0,15g
de agarose + 10ml de PBS (50uL em cada poc¢o), adicionado as células (volume /
poco de 10* células /mL), seguido de incubacdo por 24h. Apoés esse periodo, em
condicdes de cultura padrdo, as células condensaram-se em esferoides Unicos e
compactos com ~100% de eficiéncia em um formato tridimensional (3D). Em seguida,
fotos foram tiradas em microscopio-(objetiva de 10x). Posteriormente, realizou-se o
tratamento com as amostras EEEP 2, FDEP (125, 250 e 500 pg/mL). Depois disso,

fotografias foram tiradas no microscopio; objetiva de 10x. As fotos foram tiradas 24,
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48 e 72h apds as imagens iniciais. A delimitacdo da area interna foi quantificada
usando o programa ImageJ (Adaptado de FRIEDRICH et al. 2009).

4.2.2.3. DETERMINACAO DA VELOCIDADE DE MIGRACAO CELULAR E
DIRECIONALIDADE EM TIME-LAPSE

As linhagens celulares de queratinécitos humanos (HaCaT) e de carcinoma
escamoso oral de agressividade intermediaria (SCC-9) foram plaqueadas em uma
placa de 6 pogos (1x10° células/pogo) e apds foram tratadas com EEEP 2 nas
concentracfes de 15 e 250 pg/mL durante 24h. Apds esse periodo, as células foram
tripsinizadas e novamente plaqueadas em placas de 6 pocos revestidas com colageno
(5 pg/cm?) e levadas para incubadora de CO2 a 5% (37 °C) até completa aderéncia.
Para andlise das propriedades de velocidade de migracdo e direcionalidade, foi
utilizado o microscoépio time-lapse com uma camera de dispositivo de carga acoplada
anexado a um microscopio invertido com o Software AXIOVISION.A captura de
imagens foi realizada em objetiva de 10x, com intervalos de 10 minutos, por um
periodo de 24h. Os valores para a avaliacdo da velocidade de migracdo e
direcionalidade foram obtidos usando o software Image J e os resultados obtidos
foram processados (LAMERS et al. 2011). Para analise de direcionalidade, o gréafico
roseplot foi construido, que representa a trajetdria espacial desenvolvida por cada
célula migratdria, onde as coordenadas X e Y de cada trajetoria de célula foram

normalizadas para comec¢ar em uma posicéao virtual (X = 0) e (Y = 0).

4.2.2.4. DOCKING E DINAMICA

Os complexos iniciais de topoisomerases de DNA tipo IIA (TOP Il) interagindo
com eleuterina e isoleuterina foram obtidos por docking molecular usando o software
Molegro Virtual Docker (MVD) 5.5 (THOMSEN; CHRISTENSEN 2006). Para encaixe,
a funcéo de pontuacdo MolDock em uma resolugao de grade de 0,30 e o algoritmo
MolDock SE foram usados. A estrutura do Topo Il foi obtida do Protein Data Bank
(PDB; PDB ID: 1ZXM; WEI et al. 2005). A estrutura molecular dos compostos foi
projetada com GaussView 5 (DENNINGTON et al. 2009), as estruturas foram
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otimizadas com Gaussian 16 usando a teoria do funcional de densidade, com os
conjuntos de base B3LYP / 6-31G * (LEE et al. 1988; BECKE 1993).

As estruturas iniciais para as simulacbes dinamica molecular (MD) foram
obtidas a partir dos resultados do docking molecular. As simulagbes de MD foram
executadas com um solvente explicito usando o pacote Amber 16. A proteina Topo Il
foi tratada com o campo de forca 14SB (MAIER et al. 2015). O estado de protonacgéo
de seus residuos foi avaliado em pH neutro usando o servidor PROPKA (DOLINSKY
et al. 2004, LI et al. 2005). A carga atdbmica dos ligantes eleuterino e isoleuterino foi
calculada usando o protocolo Restrained Electrostatic Potential (RESP), com os
conjuntos de base HF / 6-31G * (CORNELL et al. 1993). Os parametros dos ligantes
foram criados usando o médulo Antechamber (WANG et al. 2006) e General Amber
Force Field (GAFF; WANG et al. 2004). Sistemas de proteina-ligante foram
construidos usando tLEaP. Esses sistemas foram imersos em uma caixa periédica de
octaedro truncado contendo moléculas de agua descritas pelo modelo TIP3P
(JORGENSEN et al. 1983). Contra-ions foram adicionados para neutralizar a carga
parcial dos sistemas.

Foi usado a lixadeira.MPI para os quatro estagios de minimizacdo de energia.
Em cada uma dessas fases, foram necessarios 2.000 ciclos usando o método de
descida mais ingreme e 4.000 ciclos usando o algoritmo de gradiente conjugado. No
primeiro estagio, os &tomos de hidrogénio das moléculas de agua foram otimizados;
entdo, os ions e as moléculas de agua foram minimizados; na terceira etapa, 0s
atomos de hidrogénio da proteina e na ultima etapa o soluto e o solvente passaram
pelo processo de minimizacéo de energia. Trés etapas de aquecimento foram usadas
por um tempo total de 800 picos/segundos para aumentar a temperatura do sistema
para 300 K usando o conjunto NVT. Para equilibrar os sistemas, realizamos
simulac¢des de 2 ns com o conjunto NPT. Finalmente, para cada sistema, executamos
100 ns de MD de producdo. O método Particle Mesh Ewald (DARDEN et al. 1993) foi
usado para o calculo das interacdes eletrostaticas. As ligacdes envolvendo atomos de
hidrogénio foram restritas com o algoritmo SHAKE (RYCKAERT et al. 1977). O
controle de temperatura foi realizado com o termostato Langevin (LZAGUIRRE et al.

2001) com frequéncia de colisédo de 2 ps™.
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4.2.3 ESTUDOS DE TOXICIDADE

4.2.3.1 Predicéo in silico da toxicidade

Para a predi¢cbes toxicoldgicas utilizando o software PreADMET, sendo
avaliado a toxicidade em Algae, microcrustaceo Daphnia sp., nos peixes Medaka e
Minnow, mutagenicidade (teste Ames), carcinogenicidade, empregou-se alteracdes
em ratos e camundongos. Como critérios para avaliagdo de toxicidade forma
empregados o0s seguintes parametros: Toxicidade em Algas: Téxicos: < 1 mg/L; Nao
toxicos: > 1 mg/L (COSTA et al. 2008); Toxicidade em Daphnia sp: Toxico: < 0,22
pg/mL; Nao toxico: > 0,22 pg/mL (GUILHERMINO et al. 2000); Toxicidade em peixes
Medaka e Minnow: Muito toxico: < 1 mg/L; Toxico: 1-10 mg/L; Prejudiciais: 10-100
mg/L; N&o toxico: > 100 mg/L (ZUNCKER, 1985).

4.2.3.2. TESTE ALLIUM CEPA

Para a avaliacdo dos efeitos, genotoxicos e mutagénicos das amostras, foi
utilizado o teste do Allium cepa. As sementes foram dispostas em placas Petri forradas
com papel filtro, em seguida foram germinadas em agua deionizada, até que as raizes
atingissem de 1 a 1,5 cm de comprimento. Apds este procedimento, as raizes foram
transferidas, por 24 horas para outras placas Petri contendo, cada uma delas,
diferentes concentracdes das amostras testes; a solucdo de colchicina (controle
positivo); e agua Milli-Q (controle negativo). Decorrido este tempo (24, 48 e 72h), as
raizes foram fixadas em Carnoy (3 partes de etanol absoluto para 1 parte de acido
acético glacial — viv), por 6 a 18 horas em temperatura ambiente, sendo,
posteriormente, armazenado em geladeira, em um novo Carnoy recém preparado, até
a sua utilizacao (BIANCHI et al, 2016).

As radiculas previamente fixadas foram lavadas em trés banhos de agua
destilada, por 5 minutos cada, e submetidas ao corante de orceina P.A reativo de
Schiff (MELLO E VIDAL, 1978). Com o0s meristemas corados e lavados em agua
corrente, foram preparadas, pelo método de esmagamento comum, laminas sendo
avaliadas as aberracbes cromossdmicas (teste de genotoxicidade), de micronucleos
(teste de mutagenicidade), de morte celular e de indice mitético (teste de
citotoxicidade). Foram analisadas 1000 células por lamina, totalizando 5.000 células
por tratamento. A observacao foi feita em microscopia de luz, em aumento de 400

vezes (BIANCHI et al, 2016). Outra analise realizada foram as analises genéticas
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ocasionadas pelas amostras testes nas ceélulas do Allium cepa, onde foi observada a
presenca de micronucleo (BAGATINE et al. 2007).

4.2.10 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com o GraphPad versdo 5.0 (GraphPad
Software) e o programa Excel 2016. Para comparacéo entre os grupos, aplicou-se
andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo pés-teste de Tukey para citotoxicidade e
bonferroni para esferoides. O nivel de a significancia estatistica foi de 5% (p <0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudos quimico-farmacéuticos

Uma analise inicial, realizado pelo grupo, surgiu a hipétese que as
naftoquinonas, presentes na E. plicata, sdo as responsaveis pela atividade
antitumoral, porém devido a capacidade de redox-ciclo podem ocasionar danos ao
DNA de células normais. Outra questdo importante € a solubilidade destes compostos
e seu impacto na absorcéo, distribuicdo e metabolismo. Visando responder estas
guestdes, foi obtido extrato etandlico obtido dos bulbos de E. plicata, realizado o seu
fracionamento e identificados os compostos isolados. Além disso, foi avaliado, in
silico, se estes compostos podem ser absorvidos no trato gastrointestinal, distribuido
e metabolizado.

No presente estudo foram obtidos dois extratos: o primeiro extrato obtido foi da
vegetal que se encontrava no laboratério (Agosto de 2016-Tracauteua-PA) e o
segundo extrato foi obtido da mesma localidade em julho de 2018. Do primeiro p6
utilizado para a obtencédo do EEEP1 ja foi submetido a estudos quimicos e isoladas
as naftoquinonas, sendo o rendimento de 9,18%.

O extrato etandlico (EEEP2), obtido através da maceracéo do p6 dos bulbos de
E.plicata, resultou em um rendimento de 8,35%. Estudos anteriores foram obtidos os
rendimentos de 8,65% (GALUCIO, 2014) e 2,84% (BORGES, 2012) do extrato
etandlico obtido dos bulbos desta espécie, sendo o rendimento semelhante ao obtido
por Galucio (2020). Nos dois estudos, o po6 utilizado para a extracdo foi
moderadamente grosso, isto pode ter influenciado no processo extrativo.

Varios fatores podem influenciar no eficiéncia do processo extrativo, tais como:
o estado de divisdo da droga, que dependendo da granulometria do p6 pode aumentar
ou reduzir a superficie de contato com o solvente, interferindo na velocidade de
difusdo dos metabolitos carreados pelo solvente; operagdes preliminares
(estabilizacédo, secagem e moagem) podem contribuir para ruptura da parede celular
e liberacdo dos metabolitos, favorecendo a extracdo; a agitagdo tem grande influéncia
na velocidade de dissolucéo; o tempo de contato do solvente com o po, sendo que
guanto maior o tempo de exposicdo mais completa sera a extracdo; temperatura
utilizada na extracdo e viscosidade do liquido extrator (FONSECA, 2005). Desta

forma, o maior rendimento do presente estudo, em comparacao ao estudo de Borges
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(2012), pode estar relacionado a um ou mais fatores listados anteriormente.

Outro fator que pode influenciar no processo extrativo € o volume do liquido
extrator, quanto maior o volume melhor seré o processo extrativo. No presente estudo
utilizou-se a relacao 1:10 (peso/volume) semelhante ao usado no estudo de Galdcio
(2014), porém tal informac&do nao foi descrito no estudo de Borges (2012). Em um
terceiro estudo, o extrato etandlico obtido do pé dos bulbos de E.plicata foi obtido por
percolagdo, obtendo-se um maior rendimento (12,6%;MALHEIROS,2008). Os
extratos obtidos de plantas sdo, normalmente, misturas complexas constituidas quase
sempre por diversas classes de metabdlitos, contendo diferentes grupos funcionais,
logo o método utilizado no processo extrativo pode influenciar na eficacia da extracao
destes metabolitos (JUNIOR et al., 2005).

No caso da maceracao, que € uma operacao na qual a extracado da matéria
prima vegetal é realizada em recipiente fechado, em temperatura ambiente, durante
um periodo prolongado (horas ou dias), sob agitacdo ocasional e sem renovacéao do
liguido extrator (processo estatico), mostrou-se um método eficaz para extracdo dos
compostos quindnicos de E.plicata. Pela sua natureza, ndo conduz ao esgotamento
da matéria prima vegetal, seja devido a saturacdo do liquido extrator ou ao
estabelecimento de um equilibrio difusional entre meio extrator e o interior da célula
(LEITE, 2009).

Outro trabalho utilizou a percolacdo (MALHEIROS, 2008), ao contrario da
maceracao é um processo dindmico, onde se faz o arrastamento do principio ativo
pela passagem continua do liquido extrator, levando ao esgotamento da planta. A
percolacado é indicada em processos extrativos de substancias ativas, presentes em
pequena quantidade ou pouco soltveis (SIMOES et al, 2003). Entretanto, um estudo
piloto realizado pelo presente grupo de pesquisa, (BORGES, 2012), observou-se que
a utilizacdo da percolacdo elevou o rendimento, porém nao houve alteracdo na
guantidade de compostos quindnicos extraidos. Por isso, optou-se por utilizar o
processo de maceracao.

Nos estudos anteriores, o EEEP foi submetido a uma coluna cromatografica de
filtracdo rapida, sendo obtidas 4 fracbes e a fragdo com maior rendimento foi a
metandlica, sendo que as naftoquinonas encontravam-se na fracdo diclorometano
(FDEP). Visando buscar um método alternativo para o fracionamento inicial de EEEP,
utilizou-se a extracdo sob refluxo e observou-se um melhor rendimento de FDEP
(Tabela 1).
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Tabela 1: Rendimentos do extrato etandélico obtido dos bulbos de E.plicata de suas fragdes

Amostras Rendimentos %
Borges, 2012 Gallcio, 2014 Presente estudo
EEEP1
EEEP2 2,84 8,65 8,35
Fracdo hexanica 3,14 2,97 8,4
Fracdo diclorometanica 19,6 15,66 22,72
Fracéo acetato de etila 10,2 9,31 15,42
Fracdo metandlica 61,9 56,87 49,9

Legenda: EEEP1- Extrato etandlico obtido dos bulbos de E.plicata; da 12 coleta EEEP2- Extrato
etandlico obtido dos bulbos de E.plicata da 22 coleta

Visando detectar a presenca dos compostos quinonicos, todas as amostras
foram submetidas a avaliacdo em Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
utilizando substancias quindnicas padréo (VALE, 2020) para o rastreamento nos
extratos e nas fragcdes. O perfil cromatografico do EEEP2 obtido no estudo foi
comparado ao EEEP2, em que estudo anterior isolou naftoquinonas, foram
semelhantes. Estes extratos apresentaram trés bandas com Rfs semelhantes aos
padrdes: eleuterina (Rf=0,50), isoeleuterina (Rf=0,40) e eleuterol (Rf=0,57) sugerindo
a presenca das mesmas no extrato. Ao se avaliar as fracbfes hexanica,
diclorometanica e acetato de etila apresentaram perfis de bandas com o Rfs
semelhante aos padrdes, sugerindo que nessas fracdes também ha presenca de
eleuterina, isoeleuterina e eleuterol (Figura 7).

Nota-se, que na fracdo hexanica, houve maior formacao de bandas, sugerindo
que essa fracdo seja um pouco mais complexa, quando comparado com a fragao
diclorometano, na qual, as manchas indicativas de produtos quinénicos, parecem se
concentrar de forma mais seletiva na mesma. Quando observada a fracdo aceto de
etila, nota-se também o predominio das bandas sugestivas de produtos quindnicos s6
gque em menor intensidade. E a fracdo metandlica, ndo apresentou as bandas
sugestivas de metabolitos quinénicos. Vale ressaltar que os padrdes que foram
utilizados no presente estudo (VALE, 2020), foram obtidos a partir do fracionamento
da fracéo diclorometano dos bulbos de E.plicata sugerindo que essa fracdo seja a

fracao rica nesses metabalitos.
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Figura 7 : Estudo cromatografico extrato, fracdes de E. plicata e padrdes,

Condicao cromatogréfica: fase estacionaria: silica gel; fase mdvel: hexano:acetato de etila 8:2 e

revelador anisaldeido sulfdrico
Legenda: A- extrato etandlicol de E. plicata; B-extrato etandlico 2 de E. plicata; C-fragdo hexanica de
E. plicata; D-frac@o diclorometano de E. plicata; E-fracdo acetato de etila de E. plicata; F--fracéo
metanolica de E. plicata; G- eleuterina; H- isoeleuterina ; | eleuterol

Como o EEEP2 apresentou perfil cromatografica semelhante ao EEEP1,
aquele foi selecionado para prosseguir os estudos quimicos e biol6gicos. Como o
objetivo primordial do estudo é o isolamento dos produtos quinénicos, a fracédo
diclorometanica por apresentar bom rendimento e a presenca destes, foi selecionada
para ser submetida ao fracionamento em coluna cromatografica aberta utilizando
como fase estacionarial silica gel e eluidas com mistura de solventes de polaridade
crescentes . Neste fracionamento foram obtidas 62 subfrac6es sendo analisadas em
CCD, e reunidas por similaridade das bandas ,obtendo-se ao final 21 subfractes
(Tabela 2). As subfracdes que apresentam formacéo de precipitados (Fr 15; Fr 10-
20; Fr 21-22; Fr 23; Fr 24-25), foram purificadas pelo processo de recristalizacéo

utilizando-se metanol como solvente (Figura 8).
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Tabela 2: Subracdes obtidas da fracdo diclorometano de
Eleutherine plicata em cromatografia de coluna aberta.

Fracdes Massa Rendimento (%)
(9)

Fr 1-9 1,011 10,11
Fr 10-12 0,117 1,17
Fr 13-14 0,209 2,09
Fr 15* 0,492 4,92
Fr 16-20* 1,933 19,33
Fr 21-22* 0,825 8,25
Fr 23* 0,277 2,77
Fr 24-25* 0,206 2,06
Fr 26 0,071 0,71
Fr 27 0,035 0,35
Fr 28-32 0,208 2,08
Fr 33-40 0,173 1,73
Fr 41-44 0,033 0,33
Fr 45-46 0,023 0,23
Fr 47-48 0,045 0,45
Fr 49-50 0,054 0,54
Fr51 0,394 3,94
Fr52 0,217 2,17
Fr 53 0,363 3,63
Fr 54-56 0,968 9,68
Fr 57-62 1,833 18,33

Legenda:Fr: fracdo seguido do niumero da fragdo pela ordem de obtencdo em coluna
cromatografica aberta.
*: FracBes que apresentaram formacgé&o de cristais.

A subfracdo 16-20 apresentou maior rendimento (19,33%), essa
subfracdo possui média polaridade, As naftoquinonas tendem a se concentrar em
fracbes de média polaridade. O precipitado dessa subfracdo(Figura 8-B) quando
,analisado em CCD, demonstrou uma mistura de duas banda com o mesmo Rf da
eleuterina e da isoeleuterina, sugerindo tratar-se de uma mistura desses compostos,
no refracionamento,foi possivel separar tais compostos (monitorados por CCD) Os
compostos quindnicos obtidos da Coluna 2 (da subfracdo 16-20)apresentaram
rendimento de: fr2C2 01737g e Fr5C2 0457g (13,36%) e (3,51%).Sugerindo a
presenca dessa naftoquinonas nesta subfracdo. Destaca-se que ha relatos do
isolamento destes metabdlito em espécies do mesmo género, como: E. bulbosa por
(BIANCHI; CERIOTTI, 1975) e E. americana (KOMURA et al. 1983).

Observou-se a formacdo de precipitados com aspecto de cristais
esbranquicados na subfracdo 15 (Rendimento = 4,92%; Figura 8-A). Na analise em
CCD deste precipitado, notou-se uma mancha que apresentou o0 mesmo Rf do

eleuterol (Figura 9), sugerindo se tratar desse metabolito. Semelhante a eleuterina, o
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eleuterol ja foi isolado de outras espécies deste género (BIANCHI e CERIOTTI,1975;
KOMURA et al. 1983), bem como na mesma espécie (VALE, 2017).

O precipitado da subfracdo 21-22 apresentou duas bandas com 0os mesmos
Rf's da eleuterina e isoeleuterina, o que sugere gque esta fracdo ndo possua uma Unica
substéancia, devendo passar por novo fracionamento. Na analise da fracdo 23, notou-
se a presenca do mesmo Rf da isoeleuterina, porém esta fracdo ndo estava pura.
Entdo, foi submetida a recristalizacdo, porém mesmo apds o0 processo, ainda se
observou a presenca de outros constituintes.

Quando feita a analise da fracdo 24-25(Figura 8-C), notou-se a presenca de
uma unica banda, que também continha o mesmo Rf da isoeleuterina, s6é que ao
contrario da fracao anterior, esta apresentou maior teor de pureza em CCD, por isso
optou-se por ndo as misturar. Semelhantes as demais substancias, a isoleuterina ja
foi isolada de espécies pertencentes a este género (KOMURA et al. 1983) e na mesma
espécie (MALHEIROS,2008; BORGES,2012; GALUCIO,2014; VALE, 2017).

Figura 8: Aspectos dos cristais obtidos pelo fracionamento da fracdo diclorometano, apdés
recristalizagéo.
Legenda: A- fragdo 15; B- subfracBes de 16-20; C-subfracéo 24-25
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Figura 9. Perfil cromatografico de E. plicata

Condicdes cromatograficas: fase estacionaria: silica gel; eluida com diclorometano e reveladas com
anisaldeido sulftrico

Legenda: A- extrato etandlico de E. plicata; B- fragdo diclorometano de E. plicata; C-fragdo 15; D-
fracdo 16-20; E- fracdo 24-25; F- eleuterol; G- eleuterina; H- isoeleuterina

Objetivando confirmar a presenca de compostos quindnicos no extrato, fracdes
e subfracbes, estas amostras foram submetidas a analise em CLAE-DAD.A Figura 10,
apresenta os resultados obtidos por CLAE-DAD, sendo que no cromatograma do
extrato etandlico pode ser verificado picos de alta e média polaridade. Neste trabalho
0 objetivo primordial era o isolamento de quinonas de média polaridade, assim as
analises se procederam na regido do cromatograma entre 8 e 11 minutos extrato
etandlico pode ser verificado picos de alta e média polaridade. Neste trabalho o
objetivo primordial era o isolamento de quinonas de média polaridade, assim as
analises se procederam na regido do cromatograma entre 8 e 11 minutos, na qual
pode ser verificado trés picos principais. O pico em 8,18 minutos apresentou maximo
de absorcao em Amax 248,9; 268,9 e 398,4 nm, sendo sugestivo de naftoquinonas, que
€ 0 objeto de analise deste trabalho. O pico em 8,8 minutos apresentou maximos de
absorcao Amax;248,9; 268,9 e 397,2, apresentando, portanto, comportamento idéntico
ao pico anterior, podendo assim tratar-se do mesmo cromoforo, ou ainda, de
isbmeros.

Vale ressaltar que ja foram isoladas naftoquinonas da referida espécie, no
trabalho de Vale (2020), foram isoladas as naftoquinonas isoeleuterina e eleuterina
que apresentaram maximos de absorcdo em Amax 247 e 270 nm ,sugerindo que no
presente estudo pode se tratar dos mesmos compostos. Ainda no cromatograma da
extrato etandlico, verifica-se um pico em 9,67 minutos, sendo 0 mais intenso nessa
regiao, com maximos de absor¢do em Amax 247,7; 315,1 e 363,8 nm, sendo sugestivo

de um naftol ja isolado da fracéo cloroformica do extrato etandlico dos bulbos de E.
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plicata, o isoeleuterol (MALHEIROS et al. 2015),sendo que esse composto foi

considerado o majoritario por observacao na area de pico no CLAE-DAD.

EEEP

0.00 100 200 300 400 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00

TR:8,18 min .i | = TR:8,80 min ] TR:9,67min

Figura 10. Cromatograma do extrato etanélico de E.plicata (EEEP2)

Condi¢cdes cromatogréficas: Fase estacionaria- Coluna C18 150 x 4,6 mm, 5um; fase
movel isocratica- dgua: acetonitrila- 50:50 17 min.; Volume de injecao: 20 pL; Temperatura do
forno: 40°C; Fluxo: 0,7 mL/min.; Detec¢do 254 nm

Na fracdo hexano, pode ser verificado a presenca dos mesmos picos ja
descritos no extrato etanodlico, em 8,18; 8,80 e 9,67 minutos. H4 de se levar em
consideracao a caracteristica fisica da fracdo, que ndo apresentou picos na regido de
substancias de baixa polaridade. No entanto sabe-se que substancias de baixa
polaridade, geralmente, séo derivadas do colesterol e ndo apresentam cromoforos e
por isso, ndo sdo detectados picos referentes as mesmas, ja que para o aparecimento
deles se faz necessario a presenca de croméforos (Figura 11-B; YEUNG, 1995).

A fracdo diclorometano apresentou comportamento semelhante a fracdo
hexano, sendo os picos majoritarios em 8,18; 8,80 e 9,67 minutos (Figura 11-C)
Estudos anteriores, isolaram da fragcdo diclorometano 3 compostos com
caracteristicas de substancias quinonicas, porém identificaram apenas a isoeleuterina
(BORGES, 2012; GALUCIO, 2014). Outro estudo, apds o isolamento, identificou as
substancias obtidas dessa fracdo como sendo: isoleuterina, eleuterina e eleuterol

(VALE, 2020), reafirmando que essa fragcéo seja rica nestes metabdlitos. . O mesmo
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ocorre com a fracao acetato de etila (Figura 11-D).

Ja na fracdo metanol os picos majoritarios se apresentaram na regido de alta
polaridade em 2,29 e 2,90 minutos sendo observados 0s maximos de absor¢cdo em
Amax 236 nm. No estudo de Vale (2020) a fracdo metandlica de E.plicata apresentou
picos mais intensos de duas substancias sobrepostas com a absorbancia maxima Amax
236 nm ou seja, as mesmas absorbancias encontradas no presente estudo , sendo
essas substancias , descritas como provaveis compostos carboxilicos polares ou
algum de seus derivados , esse fato sugere que possam se tratar das mesmas
substancias encontradas no presente estudo, sendo que além dessas , ainda foram
detectadas com picos de menor intensidade em 8,18; 8,80 e 9,67 minutos ,com as
absorbancias sugestivas de naftoquinonas e do naftol j& discutido

anteriormente(Figura 11-E).



FrHex
B
BB B
= I
&
. f
I\
b op
L | ||
o \
o
: Y
° www..n___;"
I —f/
] 188 208 10 ant e ase T e {1} 1608 1nse 1288 1300 L 1480 1758
-
p
A TR:8,18 min TR:8,80 min TR:8,67 min
FrAcOET
Lo n
- I|‘ D
. | \
20e rol
: A
| | \
= . '.\
L) Il\ N
ox_____/\-v'(ﬁ“—"l \f\,__,__,—-._/\.___,__‘__,:
< o ) e L] L] o L] e o 1nes 108 ] " 588 1708
=l e
A TR:B,18 min TR:8,80 min TRAET min

Figura 11. Cromatogramas das fracdes obtidas do extrato etandlico de E.plicata
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Legenda: B: Fracdo hexéanica ,C Fracao diclorometano, D: Fracao acetato de etila, E: Fracdo Metandlica
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Condi¢cdes cromatograficas: Fase estacionaria- Coluna C18 150 x 4,6 mm, 5um; fase mével isocratica- agua: acetonitrila- 50:50 17 min.; Volume
de injecéo: 20 pL; Temperatura do forno: 40°C; Fluxo: 0,7 mL/min.; Deteccdo 254 nm
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Visando o isolamento das substancias majoritarias, procedeu-se com
fracionamento em coluna cromatografica, seguido de recristalizacdo em metanol,
obtendo-se os trés compostos majoritarios. A fracdo Frl5C apresentou-se como
cristais acidulares de coloracdo esbranquicada (figura 12) Seu cromatograma mostrou
pico unico em 9,67 minutos(figura), com maximos de absor¢ao em Amax 247,7; 315,1
e 363,8 nm sugestivo do naftaleno, classe esta ja isolado na espécie (SHIMID et al.
1950; LI et al. 2009; INSANU et al. 2014; COUTO et al. 2016, VALE, et al.,2020)
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Figural2.Cromatograma da subfracéo 15 , obtida da frag&do diclorometano de E.plicata

Condi¢cdes cromatogréficas: Fase estacionaria- Coluna C18 150 x 4,6 mm, 5um; fase
movel isocratica- dgua: acetonitrila- 50:50 17 min.; Volume de injecdo: 20 uL; Temperatura do
forno: 40°C; Fluxo: 0,7 mL/min.; Detec¢éo 254 nm

Seu espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H RMN)
apresentou um dupleto em & 1,73, com constante de acoplamento J=6,6 Hz, referente
a metila C11(3H-C11) Outro pico observado foi o simpleto em & 4,10, referente a
metoxila(3H-10). O quarteto em & 5,71 e com constante de acoplamento J=6,6Hz,
refere se ao hidrogénio H-1, o qual acopla com os hidrogénios da metila. Os sinais
referentes a hidrogénios aromaticos da molécula, apresentara-se em quatro picos
diferentes: Para o anel A temos um conjunto de sinais para hidrogénios orto-meta
relacionados em & 6,92 (d, J=8,1 Hz), um sinal em & 7,39 (dd, J=8,1 e 8,3 HZ) e sinal
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em & 7,55 (d, J=8,3 Hz), sinais estes referentes aos hidrogénios H-7, H-6 e H-5,
respectivamente. Ainda € observado na regido de hidrogénios aromaticos o sinal em

0 7,85 (s), refere-se ao hidrogénio H-4, para o anel B-(Figural3)

No espectro de RMN 13C, observou-sel4 sinais a saber: & 19,3, referente a
metila (C-11). O sinal em & 56,5referente ao carbono metoxilado (C-10), & 77,5;
relativo ao carbono C-1, os sinais em 6 106,44; 116,62; 123,8 e 126,7, referentes aos
carbonos C-7, C-6, C-5 e C-4. Os sinais em & 117,6; 126,0 e 128,1 referentes aos
carbonos nado hidrogenados C-8a,C-9a e C-4a. Por fim os sinais em & 137,4; 149,3 e
156,7 e 170,7 referentes aos carbonos aromaticos C-5a, C-9 ,C-8 e C-3 (Figural4).
Esses sinais juntamente com os sinais observados no espectro de RMN !H, nos
remete a substancia eleuterol, j4 isolada amplamente para o género e espécie em
estudo ( HARA, 1997; ALVES et al. 2003; PARAMAPOJN et al. 2008; IEYAMA et al.
2011; VALE, 2020)
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Figural3. Espectro *H do eleuterol obtida da fragdo diclorometano de E.plicata
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No cromatograma da fragdo Fr5C2(Figura 15) apresentou pico majoritario em
8,80 minutos, com maximos de absor¢ao em Amax=248,9; 268,9 e 397,2 nm, sugestiva
de uma naftoquiona que absorvem em Amax= 248,9 nm (VALE, 2020),sugestivo de
cromoforo de produtos quindnicos, dos quais ja foram isolados eleuterina e seu

isdmero isoeelucidacdo estrutural foi realizado experimentos de RMN H e 3C.

Fr5C2

TR:8,80 min

T 1 1 1 1 1 1 1 1 T 1 1 T T
0.00 100 200 0 i 50 600 1.0 800 LI 10.00 100 1200 1300 1400 1500 1600
Hinutes

Figura 15. Cromatograma da subfracéo 5, obtida de coluna 2, da fra¢édo diclorometano.

Condic8es cromatogréficas: Fase estacionéaria- Coluna C18 150 x 4,6 mm, 5um; fase
movel isocratica- 4gua: acetonitrila- 50:50 17 min.; Volume de injecdo: 20 pL; Temperatura do
forno: 40°C; Fluxo: 0,7 mL/min.; Deteccdo 254 nm

A figura 16 apresenta os dados de RMN 'H, no qual pode ser observado dois
dupletos, sugestivos de metilas, em & 1,36 (J=6,3 Hz) e 6 1,53 (J=6,5 Hz), ambos com
integral para 3 hidrogénios, referentes as metilas (Me-3) e (Me-1). O duplo-duplo
debleto em-6 2,19 ppm, apresenta constante de acoplamento J=3,5; 10,0 e 18,1 Hz,
com integral para um hidrogénio. Ja o duplo tripleto em 2,74, apresentou integral para
um hidrogénio e contante de acoplamento J=3,0 e 18,1 Hz, tratando-se, portanto, de

um complexo metilénico, em que um sinal se refere ao hidrogénio alfa e o outro ao

1700
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hidrogénio beta.

Ainda no espectro de RMN *H pode-se verificar um multipleto em & 3,58 com
integral para um hidrogénio referente ao H-3, além de um simpleto em & 3,99, com
integral para 3 hidrogénios, tratando-se da metoxila (OMe-10). Outro multipleto, pode
ser verificado em & 4,85 atribuido ao H-1. Ja& na regido dos aromaticos foram
observados 3 sinais, sendo um dupleto em & 7,27 (J= 8,0 Hz), um tripleto em & 7,63
(J=8,0; 16 Hz) e um dupleto em & 7,72 (J= 8,0 Hz), tratando-se respectivamente, dos
hidrogénios H8, H7 e H6.

Foi realizado, ainda, o espectro de RMN 3C, sendo observados, 16 sinais,
descritos a seguir: os sinais em & 20,9 e 21,4, referentes aos carbonos metilicos C-3
e C-1, o sinal em & 30,0, referente ao carbono metilénico (C-4) e o sinal em & 56,6
referente ao carbono C-9, j4 os sinais em 6 68,9 e 70,4 referentes aos carbonos
metinicos C-3 e C-1. Ainda s&o visualizados os sinais em 117,9; 119,1 e 134,7
referentes aos carbonos aromaticos hidrogenados C-8, C-7 e C-6, juntamente com 0s
sinais em 120,5 e 134,1 formando o sistema aromatico com os carbonos né&o
hidrogenados C-4a e C-11a. Outros sinais em 140,1 (C-5a,) 148,8 (C-9a) e 159,5 (C-
9) além dos sinais de carbono em 183,8 (C-5) e 184,1 (C-11), fecham o sistema que
sugere que trata-se da substancia eleuterina, uma naftoquinonas jA amplamente
isolada na espécie.( LI et al. 2009; KUSUMA et al. 2010; MAHABUSARAKAM et al.
2010; VALE,2020)
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O cromatograma da fracdo Fr24-25C1 (Figura 18), apresentou um Unico pico
com o tempo de retencdo em 8,18 minutos, apresentando os mesmos maximos de
absorcdo idénticos ao da eleuterina, molécula anteriormente descrita, tratando-se,
portanto, de um isébmero da mesma, com 0s seguintes maximos de absorgado Amax
248,9; 268,9 e 398,4 nm. Diferentes autores ja isolaram os isbmeros da referida
espécie, Alves e colaboradores em 2013 isolaram a eleuterina e isoleuterina a partir
do extrato diclorometano da espécie, em estudo realizado por Hong e colaboradores
(2008), os mesmos isdbmeros foram isolados do a partir do extrato metandlico da

espécie..

Fr24-25C1

200

180
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140 TR:8,18 min
120
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Figura 18. Cromatograma da subfragcéo 24-25, obtida da fracdo diclorometano

Condi¢cdes cromatogréficas: Fase estacionaria- Coluna C18 150 x 4,6 mm, 5um; fase
movel isocratica- 4gua: acetonitrila- 50:50 17 min.; Volume de injecdo: 20 uL; Temperatura do
forno: 40°C; Fluxo: 0,7 mL/min.; Detec¢édo 254 nm

Para confirmacdo de tal afirmacdo, experimentos de RMN foram
realizados, e como era de se esperar, essa substancia apresentou 0 mesmo sistema
gue a eleuterina, diferenciando-se apenas nos sinais: duplo dupleto em & 2,68 (J= 4,0;

16,0 Hz), que na eleuterina apresenta-se como um duplo tripleto (& 2,74) e no duplo

17.00
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quarteto em 6 4,99 (J= 1,7 e 7,2 Hz), que na eleuterina apresenta-se como um
multipleto (& 4,85), mostrando que esta substancia trata-se de um isémero da
eleuterina, haja vista os outros sinais serem idénticos : Dois dupletos em & 1,32 (J=6,3
Hz)e 1,52 (J=6,7 Hz), ambos com integral para 3 hidrogénios, sugestivo das metilas
(Me-3) e (Me-1). Um multipleto em & 3,58 com integral para um hidrogénio, além de
um simpleto em & 3,99, com integral para 3 hidrogénios, tratando-se da metoxila
(OMe-10). Ja& na regido dos arométicos pode-se ver 3 sinais, sendo um dupleto em &
7,27 (3= 8,0 Hz), um duplo dubleto em & 7,63 (J= 8,0 e 7,6 Hz) e um dupleto em &
7,72 ppm (J= 7,6 Hz), tratando-se respectivamente, dos hidrogénios H8, H7 e H6

O mesmo se repete para os sinais obtidos no espectro de RMN 3C, no
qual verifica-se um total de 16 sinais: os sinais em & 19,9 e 21,7, referentes aos
carbonos metilicos C-3 e C-1, o sinal em & 29,7 referente ao carbono metilénico (C-4)
e o sinal em & 56,6 referente (OMe-10), ja os sinais em & 62.604 e 67.6, referentes
aos carbonos metilicos C-3 e C-1. Ainda séo visualizados os sinaisem © 118,0, 119.3,
134.7, referentes aos carbonos aromaticos hidrogenados C-8, C-7 e C-6, juntamente
com os sinais em 6 119.9 134.3, formando o sistema aromatico com os carbonos nao
hidrogenados C-4a e C-11a. Outros sinais em & 139.5 (C-5a), 148,2 (C-9a) e 159,9
(C-9) além dos sinais de carbono em & 182,9 (C-5) e 184,4 (C10).Vale ressaltar que
esses isdmeros ja haviam sidos isolados dessa espécie( HARA,1997; PARAMAPOJN
et al. 2008; VALE, 2020)
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Um dos grandes problemas das naftoquinonas é a sua baixa solubilidade em
agua (NASONGKLA et al. 2003; AMORIM, 2016). Durante a absorcéo, o farmaco
precisa apresentar lipossolubilidade suficiente para atravessar a bicamada lipidica das
membranas bioldgicas, permitindo a travessia dessas por difuséo passiva. Além disso,
deve ser hidrossolubilidade, solubilizando nos liquidos corporais e outras
caracteristicas quimicas importantes sdo: massa molecular, tamanho e volume da
molécula; carga elétrica da molécula da droga (polaridade, ionizacdo; pH do meio;
SILVA, 2010).

Estudo in silico dos aspectos farmacocinéticos da eleuterina, isoeleuterina e
eleuterol sugerem que estes sdo altamente absorvidos por cutdnea e no trato
gastrointestinal, apesar da permeabilidade em células MDCK ser moderada. Em
células Caco2, as permeabilidades foram moderadas para eleuterina e isoleuterina e
baixa para o eleuterol (Tabela 3). A elevada absor¢cdo no TGl € um aspecto muito
positivo, pois permite que o farmaco seja administrado por via oral, que apresenta
algumas vantagens: comodidade; ndo precisa de apoio de profissionais, por isso, 0
custo de administracdo ndo existe, visto que o proprio paciente pode tomar o
medicamento (auto administracao) e facilita administracéo diaria.

Outro ponto positivo foi a ligacdo fraca a proteina plasmatica (Tabela 3), pois
existe um tipo de interagcdo medicamentosa onde os farmacos podem competir por
estas proteinas (SANTOS et al. 2004). O risco deste tipo de interacédo é menor quando
se associa a farmacos que se ligam fortemente a albumina aos farmacos que néo se
ligam ou ligam de forma fraca. Neste caso, poderia ser associadas as substancias
isoladas aos farmacos com extensa ligacédo a albumina.

As naftoquinonas, eleuterina e isoeleuterina, parece atravessar livremente a
barreira hematoencefélica, enquanto que o eleuterol apresentou uma moderada
distribuicdo para o SNC (Tabela 3). A barreira hematoencefélica (BHE) é seletiva
altamente e localizada na interface entre o sangue e o cérebro, tendo como funcéo é
manter a homeostasia do SNC, através da regulacdo do transporte de nutrientes,
eletrolitos e metabdlitos (ABBOTT; RONNBACK; HANSSON, 2006). Para o farmaco
atravessar esta barreira pode utilizar trés diferentes vias de transporte: a) Via
paracelular: permitem que pequenas moléculas hidrofilicas, por difusdo passiva,
atravessem as juncdes interendoteliais (STAMATOVIC; KEEP; ANDJELKOVIC,
2008); b) Via transcelular: também é um tipo de difusdo passiva, de pequenas

moléculas lipossoluveis (MM <500 Da), através da bicamada lipidica (WONG et al.
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2013); c) Proteinas especificas de transporte, como GLUT-1 (transportador de
glicose), LAT-1 (transportador de aminoacido), podendo ser este transporte a favor do
gradiente de concentracdo ou contra o gradiente, necessitando, neste caso, de ATP
para fornecer energia (STAMATOVIC; KEEP; ANDJELKOVIC, 2008; CHEN; LIU,
2012).

As naftoquinonas possuem MM inferior a 500 Da e séo lipossoluveis, e devido
estas caracteristicas pode-se sugerir que 0 mecanismo envolvido no transporte
através de BHE seja a via transcelular. Talvez, a menor transferéncia do eleuterol para
0 SNC esteja relacionada a menos lipossolubilidade.

A eleuterina e isoeleuterina, provavelmente, sdo metabolizadas pelo CYP3A
(Tabela 3), sendo esta expressas predominantemente no figado, porém estdo também
presentes no intestino delgado CYP3A (WILKINSON, 2005). Estes compostos, ao ser
metabolizados pela CYP3A4, tornam-se mais polares e isto, facilita a sua excrecéao.

Uma questdo que merece destaque € a capacidade dos compostos inibirem
diferentes CYPs (Tabela 3). O efeito inibidor pode acarretar a elevacao dos niveis
séricos de outros farmacos com potencial para os eventos adversos e a severidade
desta interacéo precisa ser avaliada (MALONE et al. 2004).

Nenhum composto inibiu a glicoproteina P (Tabela 3) codificada pelo gene de
resisténcia a mdultiplas drogas (MDR1), também conhecido como gene ABCB1. O
transportador de efluxo glicoproteina P (P-gp), proteina da membrana plasmética da
superfamilia de ligacao de adenosina trifosfato (ATP), ao bombear os farmacos para
0 meio extracelular, limita sua atividade (XIE et al., 1999; WANG et al., 2004; SUN et
al., 2004), devido a reducéo intracelular destes (XIE et al., 1999; DAGENAIS et al.,
2004; RODRIGUEZ et al., 2004). Substancias que inibam esta proteina podem

reverter a multidroga resisténcia.



Tabela 3: Predicdes farmacocinéticas das substancias isoladas de Eleutherine plicata
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Moléculas Absorgéo Distribuicao Metabolismo Inibicéo Inibicéo
Cutanea IG-MDCK IG Caco2 (nm/sec) AIH(%) PP (%) BHE Fase 1 CYP Glico
(nm/sec) prot. P
oMo e, Alta Média Média Alta absorcao Fracamente Alta CYP3A4 CYP3A4, néo
@iﬁé\ permeabilidade permeabilidade 98,22 85,69 2,00 CYP2C9,
. 55,26 31,31 CYP2C19
1 o eleuterina
oM e, Alta Média Média Alta absor¢éo Fracamente Alta CYP3A4 CYP3A4, Nao
@;jj@ permeabilidade permeabilidade 98,22 85,69 2,00 CYP2C9,
2 T 7 “isoeleuterina 55,26 31,31 CypP2C19
Mo g, Alta Média Baixa Alta absorgéo Fracamente Moderada - CYP3A4, Nao
permeabilidade permeabilidade 95,51 86,01 0,86 CYP2C9,
OO ° 56,54 0,48 CYP2C19
3 o eleuterol

Legenda: Permeablilidade cutanea: alta permeabilidade: <0,1, Baixa permeabilidade: > 0,1; Permeabilidade em células Caco2 e MDCK: Alta permeabilidade:

>70 nm/sec, Média permeabilidade: 4-70 nm/sec, Baixa permeabilidade <4 nm/sec; Absor¢éo intestinal- Alta absorcdo: 70-100%, Absor¢do moderada: 20-
70%, Mal absorvida: 0-20%; Ligag&o as proteinas plasmaticas- Fortemente >90%, Fracamente <90%,; Distribuicdo na Barreira hematoencefalica — Alta

distribuicdo > 2,0, Média distribuicdo 2,0-0,1, Baixa distribui¢cdo < 0,1
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5.2 Atividade antitumoral e possivel mecanismo de agéo

Visando avaliar o potencial antitumoral e o impacto do fracionamento sobre esta
atividade, EEEP 2, FDEP e substancias isoladas foram submetidos ao ensaio para
avaliacao da citotoxicidade, utilizando linhagens celulares tumoral (SCC09) e normal
(HaCaT) e determinado o indice de seletividade (Clso HaCaT/ Clso SCCQ9).

O EEEP 2 mostrou-se téxico para as células tumorais e para os queratindcitos
(HaCaT), apresentando baixa seletividade para as células tumorais. Perfil similar de
toxicidade foi observado para a FDEP, entretanto a FDEP apresentou menor
seletividade que o EEEP 2 (Tabela 4). O EEEP 2 foi promissor na citotoxicidade em
SCCO09, apresentando certa seletividade para esta atividade. O fracionamento deste
extrato levou a obtencéo de fracdo com elevados teores de naftoquinonas e naftaleno,
FDEP, que foi menos seletiva para SCC-9 (Figura 21; Tabela 4), acredita-se que esta
reducdo de seletividade possa resultar do efeito sinérgico dos constituintes da FDEP.

Outro estudo avaliou a atividade do EEEP e FDEP em linhagem de
hepatocarcinona humano (HepG2), sendo estes considerados ativos (Clso= 95,79 *
0,43 e 23,42 + 1,37 ug/mL), porém estas amostras foram mais toxicas para linhagem
de fibroblasto (C150=44,59 + 0,63 e 14,08 + 2,57 ug/mL) e o indice de seletividade foi
muito baixo (VALE, 2019). Outro estudo demonstrou que a FDEP apresentou maior
potencial genotdéxico que o EEEP e relacionou a maior toxicidade ao estresse
oxidativo (GALUCIO, 2014). Estes resultados corroboram com os resultados obtidos
no presente e nos faz sugerir que o uso do EEEP 2 é mais seguro que o uso de FDEP.

Os compostos isolados de E. plicata, eleuterol, isoeleuterina e eleuterina,
apresentaram atividade moderada para a linhagem tumoral (SCC09), sendo que as
naftoquinonas foram toxicas para as células normais (HaCaT) e a seletividade foi
muito baixa (Tabela 4). Apesar dos baixos indices de seletividades néo significa que
estas amostras ndo possam ser utilizadas na clinica, visto que farmacos como a
digoxina (PINCUS, 2016), cloreto de litio (GIRALDO et al. 2016) possuem baixos
indices terapéutico, requerendo a dosagem plasmaticas destes durante o uso.

As naftoquinonas tém capacidade de induzir o estresse oxidativo através da
formacdo intracelular de espécies reativas do oxigénio, como o peréxido de hidrogénio
(H202), o anion-radical superoxido (O2*) e o radical hidroxila (HO®), que podem

danificar alguns componentes celulares importantes, tanto de células normais como
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de malignas. Esta interferéncia altera a divisdo celular em pontos especificos da
evolucdo morfogénica natural (BELIZARIO, 2002). Ao alterar a normalidade celular, a
célula pode entrar em apoptose em decorréncia ao estresse oxidativo (AMARANTES-
MENDES e GREEN, 1999). A geracdo de espécies reativas do oxigénio, as células
podem ser inviabilizadas (MACHADO, 2000; SILVA, FERREIRA e SOUZA, 2003).

O isolamento das naftoquinonas, eleuterina e isoeleuterina, levou a reducao da
citotoxicidade em SCC-9 e HaCaT em relacdo ao EEEP 2 e FDEP (Figura 21, Tabela
5). Também, houve uma reducédo da seletividade ao se comparar ao EEEP 2. Estes
resultados reforcam a hipétese de que a citotoxicidade do EEEP e FDEP resulte de
um efeito sinérgico entre os compostos. Estudos vem demonstrando que alteracdes
estruturais naftoquinonas podem interferir no seu potencial antitumoral e outras
atividades.

Visando compreender os efeitos antitumorais dos derivados da naftopirana
(eleuterina, isoeleuterina e eleuterinol) avaliou as respostas imunes mediadas por
células T auxiliares O estudo revelou que a isoeleuterina, que possui anel 1,4-
naftoquinona com o grupo a-metil, estimulou seletivamente e especificamente a
producdo de IFNc por meio da ativacdo da transcricdo do gene T-bet, aumentando
assim as respostas imunologicas mediadas por Thl. No entanto, um naftopiran-4-ona
natural, eleutherinol, inibiu dramaticamente as producdes de IFNc e IL-2 durante a
ativacao de células Th, suprimindo as transcrices génicas de citocinas. Logo, a
modificacdo quimica e a quiralidade da porcdo naftopirana em isoeleuterina e
eleuterinol podem ser criticas para a modulacdo seletiva de respostas imunes
mediadas por células T auxiliares e na resposta antitumoral (HONG et al. 2008).

Inicialmente, esperava-se que a isoeleuterina seria citotoxica para linhagem de
carcinoma escamoso oral de agressividade intermediaria (SCC-9), porém este fato
nao ocorreu. Outro estudo avaliou a citotoxicidade, em diferentes linhagens celulares
tumorais, pela isoeleuterina e eleuterina sendo observada resposta promissora
(CAMPOS, 2015). Vale ressaltar, que diferentes linhagens tumorais apresentam
sensibilidades diferentes aos farmacos (ATCC, 2020; MATUO, 2011), justificando as

diferentes respostas obtidas.
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Tabela 4- Avaliacéo de citotoxicidade, em linhagens tumoral e normal, pelo extrato Eleutherine plicata,
fracdo e compostos e sua seletividade.

Amostras Linhagens celulares (Clso pg/mL) IS Classificacéo
SCC09 HaCaT

EEEP 2 12,87+ 0,86 28,81+ 1,82 2,23 Baixa seletividade

FDEP 23,58+ 2,85 19,96+ 1,22 0,84 N3o seletivo

Eleuterol 192,70+ 4,68 250,15+ 5,07 1,29 Baixa seletividade

Isoeleuterina 145,43+ 0,63 74,10+ 2,90 0,51 N3o seletivo

Eleuterina 166,80+ 2.91 85,38+ 2,04 0, 51 N3o seletivo

Legenda: Clso= concentragdo inibitéria 50%; 1S=indice de seletividade; SCCO09 carcinoma escamoso
oral; HaCaT=queratin6citos humanos normais; EEEP 2- extrato etandlico de E. picata 2; FDEP- fracédo
diclorometano de E. plicata

Em relacéo a citotoxicidade, observou para todas as amostras uma relagéo
direta com a concentracdo utilizada, isto €, quando maior a concentra¢do, maior a
citotoxicidade celular. As amostras que mais foram citotoxicas na célula tumoral foram
o EEEP 2 e FDEP. Os menores efeitos citotoxicos para HaCaT observados foram para
eleuterina e eleuterol (Figura 21). Para que a terapia seja bem sucedida € necessario
que se tenha concentragfes suficientes do farmaco para ligar ao receptor, também o
tempo de exposicao € importante para se obter a resposta (MEIBOHM; DERENDORF,
1997; UDY; ROBERTS; LIPMAN, 2013).
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Figura 21- Avaliacdo de citotoxicidade de Eleutherine plicata em linhagens celulares tumoral
(SCCO09) e de queratindcitos (HaCaT).

Legenda: EEEP- extrato etanolico E. plicata 2; FRDCM- fracdo diclorometano de E. plicata; EOL-
eleuterol; 1ISO- isoeleuterina; EBA- eleuterina.

Como o EEEP 2 e FDEP mostraram-se maior potencial citotéxico em células
tumorais, somente estes foram submetidos aos ensaios com os esferoides. Na Figura
4 fica claro que a desagregacdao celular foi mais acentuada nos esferoides tratados
com a maior concentracdo do EEEP 2 e de FDEP, também, pode-se observar que o
aumento do tempo de exposicdo contribuiu para a desagregacao celular. Entretanto,
uma maior densidade interna dos esferoides foi observada nas menores
concentracbes e no maior tempo de exposicao (Figuras 22 e 23). Fato semelhante
fora observado no caso dos esferoides tratados com FDEP a reducéo ocorreu apenas

na menor concentracdo (Figuras 22).
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Figura 22- Imagens da area interna de esferoide de linhagem celular de carcinoma escamoso oral
(SCC-9), apés o tratamento com EEEP e FDEP.

Legenda: Na figura observa-se os diferentes tempos de tratamento (24, 48 e 72h) e diferentes
concentracdes do EEEP e FDEP (125, 250 e 500 pg/mL).
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Figura 23- Imagens da area interna de esferoide de linhagem celular normal de queratindcitos
humanos (HaCaT), apos o tratamento com EEEP e FDEP
Legenda: Na figura observa-se os diferentes tempos de tratamento (24, 48 e 72h) e diferentes
concentracdes do EEEP e FDEP (125, 250 e 500 pg/mL).
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O modelo para estudo de drogas anticancer classico para o estudo in vitro € a
cultura de células em monocamada. O modelo bidimensional (2D) pode dar
contribuicdes significativas para a pesquisa do cancer, outro modelo importante para
0 estudo da atividade de moleculas no cancer € o modelo de cultura tridimensionais
(3D). Comparando-se os dois modelos, os modelos de cultura 3D podem fornecer um
microambiente que imita de forma mais fidedigna o microambiente observado nos
tecidos tumorais (WEN et al. 2013).

Nesse contexto, avaliou-se efeito das amostras sobre os esferoides
multicelulares, observou-se que as maiores desagregacfes celulares foram
observadas nas maiores doses e maior tempo de exposi¢cdo as células (SCC-9 e
HaCaT) ao EEEP2 e FDEP (Figuras 22 e 23). As bases moleculares do processo de
desagregacao celular podem envolver a ruptura das juncdes intercelulares, e com
consequente desenvolvimento da transicdo epitélio mesenquimal que levam ao
aumento do potencial migratério, invasivo e metastatico (INCA, 2020).

EEEP 2 afetou a adesao célula-célula da linhagem tumoral nas concentracdes
de 250 pg/mL e 500 pg/mL a partir de 48h, enquanto que FDEP afetou a adeséo
célula-célula nas mesmas concentracdes, a partir de 24h de exposicdo. Em ambas
amostras, na concentracdo de 125 pg/mL, o esferoide multicelular se comportou
semelhante ao controle, e permaneceu de forma bem coesa (Figura 22). A cultura de
queratinécitos foi pouco afetada, houveram alteracdes nas dosagens de 500 pg/mL
em ambas as amostras, e em 250 pg/mL na FDEP, a dispersédo nessa linhagem foi
bem sucinta (Figura 23).

O ensaio 3D, trata-se de um ambiente que mimetiza melhor o microambiente
tumoral, portanto, ha maior dificuldade da substancia se difundir através do tumor. No
presente estudo, observou-se que EEEP 2 e FDEP conseguiram penetrar no tumor
rompendo as adesfes célula-célula, aumentando ainda mais a permeabilidade do
tumor. Um fato interessante foi que a E.plicata ocasionou uma maior dissociacao de
células de esferoides na linhagem de células tumorais, mas afetou pouco os
queratinécitos, o que pode indicar, uma seletividade, e um importante potencial
terapéutico.

A linhagem celular SCC-9 foi submetida ao tratamento com EEEP 2, por 24h,

nas concentracdes de 15 e 250 pg/mL. Comparado com o grupo controle (apenas
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células e meio de cultura), observa-se uma reducao significativa velocidade da
migracado celular (p 0,0001). No entanto, o efeito foi mais pronunciado na maior
concentracdo, sugerindo que este efeito inibitério seja concentracdo dependente
(Figura 2).

Diferente do observado nas células tumorais, o EEEP 2 teve reduzida influéncia
na migracao celular de queratindcitos, linhagem de célula normal. Ainda se observou
gue o0 aumento da concentracdo, parece ter impacto reduzido na inibicdo da migracao
celular (Figura 22). Quando se relaciona dos dados obtidos nas duas linhagens,
observa-se certa seletividade para o efeito inibitdrio na velocidade de migracdo em
células tumorais.

Apesar de ser promissor como antitumoral, o EEPF 2 ainda havia uma lacuna
do conhecimento em relagcédo ao seu potencial inibitério sobre a metastases. Quando
se fala em metéstases, 0s passos mais criticos sdo: migracao e invasao celular. Sabe-
se que as células metastaticas sdo altamente migratérias e invasivas devido seu
citoesqueleto ser mal estruturado, além de pouca ades&o ao seu substrato (ORTIZ-
LOPEZ et al. 2009). As células SCC-9 foram tratadas com 250 pg/mL de EEEP 2
houve reducéo significativa da velocidade de migracéo celular, entretanto um menor
efeito inibitorio foi observado em queratindcitos tratados com este extrato (Figura 24).

O carcinoma de células escamosas emerge dos queratinécitos (SCOTT et al.
1996), que para manter integridade funcional e estrutural depende das caderinas.
Alteracdes nestas podem estar associadas a progressao tumoral (JOAO et al. 2011),
entretanto outras proteinas estdo envolvidas neste processo de adeséo e inibicdo da
migracao celular. As integrinas sdo proteinas pertencentes ao grupo de moléculas de
adesao celular (CAMSs), cujo papel é intermediar a comunicacao entre o citoesqueleto
celular, ou da matriz extracelular por meio da adesédo célula-a-célula. Além disso,
participam ativamente da movimentacéao celular (FERRAZ; FERNANDEZ, 2014)

A reducdo na velocidade de migragéo celular de SCCO09, ocasionada por EEEP
2, talvez, esteja relacionada a alteragbes nas moléculas de adesado alterando o
processo de migracédo celular. No entanto, estudos complementares séo importantes
para determinar o exato mecanismo de acao.

EEEP2 diminui a direcionalidade da migragéo celular, trajetérias da migracao
de células SCC9 tratadas 250 pug/mL. Além disso, a andlise da direcionalidade da
célula. Quando observado o perfil de migracdo em linhagens de células normais

observou-se que 0 EEEP 2, teve pouco impacto sobre a direcionalidade em linhagem
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de queratindcitos (Figura 25), sugerindo, uma seletividade para linhagem tumoral. A
reducdo na direcionalidade pode estar relacionada com inibicdo / diminuicdo das
proteinas responsaveis pela migracao celular (LIN et al. 2010 e CHEN et al. 2014).

No caso de cancer com elevado potencial metastatico, a inclusdo de compostos
que inibem a migracdo celular, reduzindo a possibilidade de metastase, pode
contribuir para a ampliacdo da eficacia da quimioterapia (ALMEIDA ,2005). Este
beneficio pode ser ainda maior se houver seletividade para as células tumorais
(CRAGG; NEWMAN, 2005). O EEEP 2 parece ser seletivo para a linhagem tumoral,
interferindo muito pouco velocidade de migracao e direcionalidade em células normais
(Figura 24 e 25).

SCC-9 HaCaT
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mEa EEEP 15ug/ml = EEEP 15ug/ml
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Velocidade de migragao (% do controle)
Velocidade de migragao (% do controle)

Tempo(24h) Tempo(24h)

Figura 24- Velocidade de migracéo celular de células tumorais (SCC-9) e ndo tumorais (HaCaT) apos
tratamento com EEEP 2 (15 e 250 pg/mL) por 24 horas.

Andlise de variancia, experiéncias independentes. **p <0,01 e ****p <0,0001.

Legenda: SCC-9: carcinoma escamoso oral de agressividade intermediaria; HaCaT: queratindcitos

humanos; EEEP: extrato etandlico de Eleutherine plicata.
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Figura 25- Direcionalidade decélulas tumorais (SCC-9) e ndo tumorais (HaCaT) apos tratamento com EEEP por 24 horas. A trajetéria espacial de cada célula
migratéria (linhagens individuais) dos grupos controle e com tratamento de 15 e 250 pg/mL foi normalizada para iniciar em um X virtual = 0 e Y = 0.
Legenda: SCC-9: carcinoma escamoso oral; HaCaT: queratindcitos humanos; EEEP: extrato etandlico de Eleutherine plicata; CT : controle(célula e meio)
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Uma hipotese deste trabalho foi que as naftoquinonas, apesar de ndo ser ativas
na linhagem tumoral utilizada neste estudo, podem ser ativas para outras linhagens
tumorais. Visando confirmar ou descartar esta hipotese foram realizados os estudos
in silico (PROGRAMA), os resultados sugerem que a eleuterina, isoeleuterina e
eleuterol sdo promissores como antitumorais. Talvez, a atividade antineoplasica do
eleuterol esteja relacionada a estimulacdo da caspase 3.

Outros estudos demonstraram que a eleuterina inibe a atividade da
topoisomerase Il humana (TOP II; HARA et al. 1997), estabilizado o complexo DNA
enzima na presenca de ATP (KRISHNAN; BASTOW, 2000). Também a atividade
antitumoral pode estar relacionada ao estresse oxidativo ocasionado pelas
naftoquinonas (PINTO; CASTRO, 2009).

Para confirmar se o potencial antineoplasico da eleuterina e isoeleuterina esta
relacionada a estabilizacdo do complexo DNA-TOP 1l realizou-se o docking e a
dindmica. Para validar a metodologia do docking, foi demonstrado que a conformacéo
da interacdo entre o ligante co-cristalizado e TOP Il pode ser reproduzida in silico.
Para isso, o composto AMPPNP (acido fosfoaminofosfénico-adenilato) co-cristalizado
foi submetido ao ensaio e confirmado a ligacdo (redocked) na bolsa de ligacdo de
proteina usando MVD 5.5. A avaliacdo da aptiddo de cada postura redocked foi
avaliada considerando os valores de desvio quadratico médio (RMSD) e pontuacdes
de docking (Figura 26). De acordo com a literatura, a previsdo do modo de ligacao
usando docking deve apresentar um valor RMSD <2,0 A quando sobreposta & postura
cristalogréafica do ligante (ARAUJO et al. 2020; DOS SANTOS et al. 2020; LEAO et al.
2020; MASCARENHAS et al. 2020; SANTOS et al. 2020).
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Figura 26. A estrutura obtida por redocking (amarelo) e sobreposicdo da estrutura
cristalografica (vermelho) do complexo ligado ao Topo I

Apos a validacdo da metodologia de docking, o modo de interacéo e a afinidade
de conex&o de eleuterina e isoleuterina com TOP Il foram investigados, sendo
confirmados que ambas moléculas se ligam a esta proteina (Figura 27). A afinidade
de interacdo entre o ligante e o alvo molecular é essencial para 0S processos
bioldgicos, uma vez que as interacdes estabelecidas no sitio de ligacédo da proteina
séo capazes de determinar o reconhecimento biolégico em nivel molecular.

Os resultados de docking sugerem que as naftoquinonas sao capazes de
interagir com Topo Il de maneira favoravel; isto €, eles sdo capazes de formar
complexos estaveis. A isoleuterina e a eleuterina foram capazes de interagir
favoravelmente com o alvo molecular com resultados de energia de afinidade
(Pontuacdo MolDock) de -93,41 e -90,21, respectivamente. As interacdes entre
ligantes e residuos da cavidade catalitica sdo essenciais para o entendimento de seus
mecanismos de ligacdo e inibicdo; portanto, a natureza de cada interacdo dos

compostos com TOP Il foi investigada e descrita.
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Figura 27. Interagcbes moleculares estabelecidas entre (A) isoleuterina e (B) eleuterina
com a bolsa de ligacdo TOP I

As principais interacdes estabelecidas nos dois complexos foram de natureza
hidrofébica. A isoleuterina estabeleceu uma interagéo pi-sigma com o residuo Asn91.
Com lle141, Alal67 e Phel42, foram formadas interagdes do tipo alquil. As interacdes
Pi-alquil foram formadas com lle1l25. As interagbes de Van der Waals foram
estabelecidas com os residuos de Thrl47, Lys168, 1188, 1le217, Ala92 e Asn95.
eleuterina formou uma ligacdo de hidrogénio com Asn120, enquanto com Thel47,
Lys168, lle217, Thr515 e Asn95, interacdes van der Waals foram formadas. 1le125
formou uma interacdo pi-sigma com eleuterina, e os residuos de llel41, Phel42 e
Alal67 estabeleceram intera¢des do tipo alquil.

Simula¢cBes de DM foram realizadas usando os complexos obtidos por docking
molecular como ponto de partida. Para avaliar as mudancas conformacionais do
complexo, as trajetorias de 100ns foram avaliadas por meio dos graficos de Root Mean
Square deviation (RMSD). Para tracar o grafico do esqueleto da proteina, atomos de
CA, C, O e N foram usados, enquanto todos os atomos pesados foram usados para
tracar o ligante RMSD. Na Figura 28, pode-se ver os graficos RMSD dos dois

complexos
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Figura 28. Graficos RMSD.
Legenda: (A) Graficos RMSD para o complexo estabelecido com isoleuterina e (B) complexo formado
com eleuterina

Os graficos RMSD mostram que os ligantes apresentaram estabilidade
conformacional ao longo das trajetérias MD. Ambos o0s ligantes continuaram
interagindo com a proteina até o final das simulacdes de dindmica molecular. Além
disso, os ligantes também apresentaram valores de energia livre de interacdo
favoravel com um valor de -36,52 para isoleuterina e -41,81 para eleuterina (Tabela
5).

Tabela 5. Valores de energia de ligacdo e componentes de energia

|n|b|d0r AE\/dWa AEe|ea AGpo|a AGnonpo|a AGbinda
Isoeleuterina -44.13 £ 0.05 -12.66 £ 0.06  25.80 + 0.04 -5.52 -36,52 £ 0,05
Eleuterina -46.18 £ 0.06 -10.94+£0.05 20.48 +0.04 -5.16 -41,81 + 0,07

Legenda: AEvdW, contribui¢cBes de interagBes de van der Waals; AEele, energia eletrostatica; AGGB,
energia solvatacdo polar; AGnp, energia de solvatacdo nao polar; AG ligacdo, afinidade de ligacao;
@Valores em kcal/mol

Ao se analisar todos os resultados obtidos para a atividade antitumoral, pode-
se dizer que para a linhagem tumoral usada neste estudo (SCCO09), o EEEP 2 parece
ser 0 mais promissor, visto requerer uma menor concentracao para produzir o efeito
citotéxico. Além disso, pode ser promissor para a inibicdo da metastase, visto interferir
na velocidade e direcionalidade de migracdo celular. Entretanto, os potenciais
antitumorais da isoeleuterina, eleuterina e eleuterol ndo podem ser descartados e
parece que atividade antitumoral das naftoquinonas (isoeleuterina e eleuterina) esta
relacionada a estabilizacdo do complexo DNA TOP Il. Em relag&o ao eleuterol, talvez

a atividade antitumoral esta relacionada a indugéo do apoptose.
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5.3 Estudos de toxicidade

Estudos de toxicidade in silico sugerem que a isoleuterina e eleuterina foram
toxicos para Algae e Daphinia, sendo muito toxico para Medaka e Minnow. Em relac&o
a citotoxicidade para hERG, os dois compostos apresentaram medio risco e parecem
ser carcinogénico apenas para ratos (Tabela 6).

Outro estudo avaliou a citotoxicidade destas moléculas em diferentes linhagens
celulares tumorais e normais, sendo observado que o efeito citotoxico varia de acordo
com a linhagem utilizada e a eleuterina apresentou-se mais citotoxica para as
linhagens glioma (U251, Clso= 2.8 pg/mL) e mama (MCF-7, Clso= 4.8 pg/mL), no
entanto, observou-se perfil semelhante em linhagem de leucemia (CAMPOS et al.
2016). Sabe-se isébmeros podem apresentar diferencas significativas, em termos de
toxicidade e atividades biologicas (MAKAR et al. 2019).

Outro estudo avaliou a genotoxicidade da isoeleuterina em linhagem de
hepatoma humano (HEPG-2) utilizando os métodos do cometa e micronucleo. No
ensaio do cometa, observou-se que o indice de dano (ID) pela isoeleuterina foi
elevado (ID=2,07), porém um pouco inferior que a doxorrubicina (ID= 2,22).
Entretanto, a frequéncia de micronucleo (FM= 4,03%) foi bem inferior ao ocasionado
pela doxorrubicina (FM= 36.07%; GALUCIO, 2014). Sugerindo que, o dano
ocasionado pela isoeleuterina pode ser reparado.

Um fato bem interessante foi observado, ao ser metabolizadas estas moléculas
deixam de ser mutagénicas (Tabela 6), e os estudos farmacocinéticos sugerem que
estas sdo metabolizadas pela CYP3A4. As quinonas sdo oxidadas e isso pode
contribuir para a toxicidade. Alteracdes estruturais nucleo da quinona influenciam em
seu metabolismo e estas diferencas influenciam a toxicologia das quinonas (MONKS;
JONES, 2002).

TABELA 6- Toxicidade in silico de isoeleuterina e eleuterina.

Moléculas CLso (mg/L) DLso (mg/L) Citotoxic Mutagenicidade* Carcinogenicidae
Algae Daphinia Medaka Minnow hERG + NA RLI Ratos Camundongo
Isoeleuterina T T MT MT MR + - + -
Eleuterina T T MT MT MR + - +

Legenda: T-Toxico; NT- ndo téxico; MT-muito téxico; MR-médio risco; BR-baixo risco; +positivo; -
negativo; TA 100 NA- clone de Salmonella typhimurium mutacdo hisG46sem adicao de fracdo S9; TA
100 RLI- clone de Salmonella typhimurium mutacao hisG46com adicao de fracdo S9.



78

Visando compreender os efeitos genotoxicos da isoeleuterina e se alteracao
estereoisomeérica interfere na genotoxicidade realizou-se o teste do Allium cepa. Neste
ensaio avaliou-se as altera¢cdes no indice mitético (IM), anomalias no ciclo mitético
(ACM), células multinucleadas (CMN), nacleos ligados (CNL) e o indice de aberracdes
(TA).

A isoeleuterina, em todas as concentragcdes avaliadas, ndo interfere
significativamente no indice mitotico e nem ocasionou anomalias no ciclo da mitose e
nao foram observadas células micronucleadas. Entretanto, houve aberracdes, sendo
gque o tempo de exposicdo interferiu no indice de aberracbes (Tabela 7). As
aberrac6es ocorreram principalmente na anafase, sendo observadas pontes e
irregularidades como quebra cromossOmicas (Figura 28). Este fato pode estar
relacionado a ocorréncia de interacdes e/ ou inibicdes de estruturas essenciais que
atuam na formacao do fuso mitético impedindo a sucessao do processo de divisao
celular, culminando com anormalidades cromossomicas (ROCHA, 2019).

Em relacéo a eleuterina verificou-se um aumento pronunciado no IM no tempo
de 72h. Os indices de aberra¢des ocasionados pela eleuterina, nas concentracdes de
12,5 e 25,0 ug/mL, foram superiores aos indices da isoeleuterina (Tabela 7). Diferente
da isoeleuterina, as células tratadas com eleuterina (25ug/mL) apresentaram as
seguintes alteracdes na fase de metafase: micronucleo, broto e irregularidades.
Enquanto que na anafase foram observadas altera¢des similares as ocasionadas pela
isoleuterina (Figura 28). Estes resultados reforcam a hipétese que a eleuterina

apresenta maior potencial téxico que a isoleuterina.
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Figura 29- Fendbmenos encontrados no teste de Allium cepa apds tratamento
Legenda: 1: Ponte; 2: Micronucleo; 3:Célula Multinucleada 4-8: Irregularidades mitoticas
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Tabela 7. Determinacéao de indice mitético e de aberracdes das células tratadas com Eleutherine plicata

Amostras indice mitético (%) indice de aberracdes (%)
24h 48h 72h 24h 48h 72h
H20 3,99 NA 2,16 0,02 NA 0,15
Colchicina
25 pg/mL 5,74 3,48 NA 0,95 0,92 NA
12,5 pug/mL NA 5,28 5,83 NA 0,85 0,95
6,25 pg/mL 5,91 5,66 2,84 1,32 0,78 0,41
3,12 pg/mL 6,79 6,20 6,98 0,35 0,66 0,34
1,6 pg/mL 1,59 2,66 2,93 0,05 0,24 0,34
Eleuterina
25 pg/mL 4,64 4,22 10,05 0,76 0,65 1,43
12,5 pg/mL 4,90 3,89 6,54 0,21 0,11 1,21
6,25 pg/mL 3,93 3,27 4,06 0,21 0,13 0,19
3,12 pg/mL 4,13 3,16 3,61 0,05 0,11 0,09
1,6 pg/mL 3,71 3,66 3,43 0,09 0,09 0,07
Isoleuterina
25 pg/mL 4,05 3,58 3,54 0,09 0,17 0,15
12,5 pg/mL 3,75 3,67 3,33 0,21 0,09 0,15
6,25 pg/mL 2,94 3,55 NA 0,07 0,05 NA
3,12 pg/mL 3,00 3,38 3,30 0,03 0,09 0,05
1,6 pg/mL NA 2,73 3,02 NA 0,08 0,07

Legenda- NA: N&o avaliado.
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6. CONCLUSAO

O estudo demonstrou o potencial antitumoral do EEEP 2 e de FDEP. Também,
0s resultados sugerem que o isolamento das naftoquinonas isoeleuterina e eleuternia
nao contribui, de forma significativa, para a citotoxicidade em SCCO09, sugerindo que
o efeito antitumoral resulte do sinergismo entre os constituintes. Nos estudos em
esferoides, observou-se que dois fatores podem interferir na resposta citotoxica, isto
€, o tempo de exposicdo e a concentracdo usada, o EEEP 2 interferiu
significativamente na migracdo das células tumorais, entretanto, nos queratinécitos a
alteracdo foi sucinta, sugerindo certa seletividade. Em sintese, o EEEP 2 é promissor
como agente citotéxico em células tumorais e na prevencado da metastase de cancer
escamoso de boca.

Apesar de ndo se mostrar promissor para a linhagem, estudos in silico sugerem
gue a eleuterina e isoeleuterina sdo promissores antineoplasicos, sendo que esta
atividade pode estar relacionada a estabilizacdo do complexo DNA TOP II. A grande
diferenca entre estes compostos € a genotoxicidade, sendo a eleuterina mais téxica,

logo, menos promissora que a isoeleuterina.
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The inhibitory activity in cell proliferation of plants containing quinonic compounds has
been reported, however there is a need fo evaluate Eleutherine plicata . This study
assesses the impact of E. plicata fractionation in its antiproliferative effect. The
ethanol extract obtained from E. plicata bulbs (EEEP) was fractionated under reflux.
The dichloromethane fraction (FRDCM) was refracted in a chromaiographic column,
isolating eleutherol, isoelevtherine and eleutherine. The EEEP, FRDCM and isolated
compounds were tested in tumor cell line (oral cancer-SCC-9) and normal cell line
(human keratinocytes-HaCaT) for assessing their antiproliferative effect. After the
selection of active samples, EEEP and DFEP, a three-dimensional test was camied out
in a spheroid medel. The greatest inhibitions of cell proliferation were observed with
EEEP (SCC-9:IC 50 =12.87 £ 0.86 and HaCaT: 28.81 £ 1.82 pg / mL). The EEEP
presented the highest selectivity index for tumor cells. In the spheroid assay, cell
breakdown was more pronounced in cells treated with the highest doses of EEEP and
FRDCM (500pg/mL) and in the longest exposure time (72h). There was befter cell

aggregation in the lowest concentrations (125pg/mL) and in the longest exposure
period. in summary, EEEP is a promising inhibitor of tumor cell proliferation.
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Abstract

The biological activities of Eleutherine plicata Herb. have been linked to isoeleuterine
and eleuterine naphthoquinones. However, there are few reports in the literature regarding
the cytotoxic and genotoxic potential of these compounds. Therefore, in this study, we
evaluated the genotoxicity and mutagenicity of these compounds using a bioassay on Allium
cepa. We also performed an in silico evaluation of the toxic potential of these molecules using
the PreADMET server. Finally, to assess whether binding to topoisomerase Il influences
toxicity, we used molecular docking and molecular dynamics (MD) simulations. In silico studies
have demonstrated the identical toxicity profiles and mutagenicity for Algae, Daphinia, and
fish. However, eleutherine proved to be more genotoxic, increasing the mitosis index,
aberration index, and micronucleus, bud, and bridge were observed during metaphase. The
results of docking and MD simulations demonstrated that the compounds were able to
interact with the residues present in the enzyme binding pocket. Throughout the MD
trajectories, the compounds showed molecular stability and the free energy results prove that
the compounds formed a stable complex with TOP II. These results provide new insights into

the genotoxic and mutagenic potential of isoleuterine and eleuterine.

Keywords: genotoxicity; mutagenicity; naphthoquinones; Eleutherine plicata



