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RESUMO

Estima-se que no ano de 2030, a incidéncia mundial de cancer sera de 21,4 milhdes de
novos casos e 13,2 milhdes de mortes por cancer. Clinicamente, uma das principais causas
para 0 insucesso do tratamento do cancer é a inespecificidade e a resisténcia celular aos
quimioterapicos utilizados na terapia atual. Outra doenca de importancia, sdo as infecdes
fungicas. Trichophyton rubrum (T.rubrum) é o agente responsavel por mais de 69,5% de
todas as infeccbes fungicas de tecidos queratinizados provocadas por dermatofitos.
Atualmente ele tem se tornado um organismo que também provoca infec¢Bes profundas em
pacientes imunodeprimidos. Nesse sentido, a bioprospeccdo de compostos de origem vegetal,
que sejam mais seletivos a células tumorais e também a linhagens fungicas, tornou-se atraente
para area farmacoldgica. Os frutos da planta do cerrado Solanum lycocarpum, popularmente
conhecida como Lobeira, possuem glicoalcaloides, como a solamargina (SM) e solasonina
(SS), que possuem alto potencial terapéutico, devido sua acdo antitumoral e atividade
antifangica. Sabendo disso, a SM e SS foram isoladas e avaliadas quanto a atividade
anticancer e antifungica, além do estudo do mecanismo de acdo de tais atividades. O presente
estudo mostrou que a SM apresentou maior potencial citotdéxico contra as linhagens de cancer
de mama MCF-7 e glioblastoma U-343, através dos ensaios de MTT e liberacdo de LDH.
Ademais, os dois glicoalcaloides demonstraram maior genotoxicidade pelo ensaio do cometa
para células tumorais U-343 e MCF-7 comparados com a linhagem normal 3T3. Foi
demonstrado por citometria de fluxo que a SM na linhagem MCF-7 induziu a apoptose e
provocou o arraste na fase G1 do ciclo celular. Os experimentos de PCR array demonstraram
gue a SM induziu a apoptose por via intrinseca na linhagem MCF-7. Em relacéo a atividade
antifungica, foi observado que a SM e a-solanina apresentaram pronunciada atividade contra
as duas linhagens de T. rubrum, (CIM de 3,12 pug/mL). J& o glicoalcaloide SS apresentou
valor de CIM de 12,5 pg/mL frente a linhagem H6 e CIM de 6,25 pg/mL para a linhagem
mutante e a aglicona solasodina ndo apresentou atividade antifingica. Esses resultados
sugerem que 0s compostos SM e a-solanina ndo sdo transportados pela bomba de efluxo,
diferente da SS. Ademais, esses alcaloides reduziram o nivel de ergosterol no fungo T.
rubrum, porém ndo afetaram o nimero e nem o tamanho de col6nias regeneradas em meio
com pH 6,8 e pH 9,0, dado que sugere que esses compostos ndo atuam na membrana
plasmatica. Dessa forma, podemos concluir que a SM apresentou pronunciada atividade
anticancer contra linhagem MCF-7, além de apresentar atividade antifangica contra T.rubrum.

Palavras-chave: Lobeira, Glicoalcaloides, atividade antimicrobiana e citotoxicidade celular.



ABSTRACT
It is estimated that, by the year 2030, the worldwide incidence of cancer will be of 21.4

million of new cases and 13.2 millions of death from cancer. Clinically, one of the major
causes of the cancer treatment failure is its non-specificity and its cell resistance to the
conventional chemotherapy. The Trichophyton rubrum (t.rubrum) is the agent responsible for
over 69.5% of all fungal infections of tissue keratinized epithelia caused by dermatophyte.
Nowadays it has become an organism which also causes deep infections in
immunosuppressive patients. In this sense, the bioprospecting of natural compounds has
become attractive to the pharmaceutical sector. The fruits from a plant from the scrubland, the
Solanum lycocarpum, well known as Lobeira, are rich in glycoalkaloids such as solamargine
(SM) and solasonine (SS), of high therapeutic potential, due to their antitumor and antifungal
activity. Therefore, the SM and SS were isolated and evaluated as for their anticancer and
antifungal activity, besides their mechanism of action of such activities. The present study
shows that SM presented a higher cytotoxic potential against the MCF-7 breast cancer line
and U-343 glioblastoma, through the tests of MTT and LDH release. Moreover, the two
glycoalkaloids showed higher genotoxicity by the Comet assay to the U-343 and MCF-7
tumor cells when compared to the normal 3T3 line. It was shown, by flow cytometry that the
SM of the MCF-7 line induced apoptosis and caused the arrast of the G1 stage of the cell
cycle. The experiments of PCR array have shown that the SM induced the apoptosis, by
intrinsic pathway to the MCF-7. As for the antifungal activity, it was observed that the SM
and the a-solanine presented an outstanding activity against the two T. rubrum (MIC of 3.12
ug/mL) lines. As for the glycoalkaloid SS, it has presented the MIC rate of 12.5 ug/mL to the
H6 and CIM of 6.25 ug/mL for the mutant line. The solasodine aglicon has not presented any
antifungal activity. These data suggest that the SM and a-solanine compounds are not carried
by the efflux pump, different from the SS. Moreover, these alkaloids decreased the ergosterol
level in the T.rubrum fungus, although they did not affect the number or size of the
regenerated colonies in medium of pH 6.8 and pH 9.0, suggesting that these compounds do
not act in the plasma membrane. Therefore we can conclude that the SM presented an
enhanced anticancer activity against the MCF-7 line, besides the antifungal activity against
the T.rubrum.

Key-words: Lobeira, glycoalkaloids, antimicrobial action and cell cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

As pesquisas na area da oncologia, tem focado na busca por tratamentos mais eficazes
através de drogas mais seletivas e menos agressivas, preferencialmente indutoras de eventos
celulares e fisioldgicos mais brandos. Substancias naturais indutoras de apoptose cumprem 0s
requisitos de antineoplasicos, blogqueando o ciclo celular e limitando a proliferacdo, porém,
ainda requerem melhor entendimento quanto a especificidade e genotoxicidade (CUI et al.,
2012). Este tipo de atividade ja foi relatado para alguns glicoalcaloides presentes em plantas
da espécie Solanum (XIE et al., 2015; LI et al., 2014). J& é de conhecimento cientifico e
comercial, o uso de uma formulacdo conhecida como Curaderm BEC 5, contendo uma
mistura de 33% de Solamargina, 33% de Solasonina, 33% de mono e diglicosideos (BEC)
(CHAM; DAUNTER; EVANS, 1991; CHAM 2007). Essa formulacdo tem sido
comercializada na Australia por aproximadamente 20 anos para o tratamento de tumores
malignos de pele (PUNJABI et al., 2008; WU et al., 2011).

Em relacdo a atividade antiflngica, o continuo aparecimento de patégenos resistentes
aos farmacos disponiveis no mercado, torna a eficicia dos tratamentos limitada. Nesse
sentido, hd um grande interesse na pesquisa de novas moléculas vegetais com atividade
antifungica (ZHAO et al., 2011). O dermatofito Trichophyton rubrum é o agente causador
mais frequente de dermatomicoses, sendo a causa de mais de 69,5% de todas as infecgdes
provocadas por dermatofitos no mundo e inclusive no Brasil. Além disso, T.rubrum tem se
tornado um agente oportunista invadindo orgdos internos em pacientes imunodeprimidos.
Devido a proeminéncia e importancia das dermatofitoses, ha uma necessidade no
desenvolvimento de novos agentes antifingicos (WHITE et al., 2008), pois a maioria das
drogas disponiveis atualmente apresentam efeitos colaterais indesejaveis, além de serem
ineficazes contra linhagens de fungos reincidentes, o que leva ao rapido desenvolvimento da
resisténcia (GUPTA; COOPER, 2008).

Considerando que, grande parte dos antitumorais e antifingicos comercializados, €
proveniente de produtos naturais, a procura por substancias biologicamente ativas de origem
vegetal tornou-se um nicho atraente no desenvolvimento de novos farmacos (BRANDAO et
al., 2010). Todavia, o grande desafio dos pesquisadores, na busca por novas moléculas com
acdo farmacoldgica para essas doencgas, € o continuo declinio em pesquisa e desenvolvimento
(P&D), evidenciado pelas industrias farmacéuticas. Como muitas outras empresas que atuam
sob 0 panorama econdmico atual, as industrias farmacéuticas enfrentam grandes desafios num

mercado extremamente competitivo, sendo pressionadas de forma agressiva por meio do uso
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extensivo dos direitos monopolicos do periodo de patente, do processo de reestruturacdo
empresarial, mediante fusbes e aquisi¢cdes, e do crescente rigor, proporcionado pelos 6rgaos
regulatorios, que visam a valorizacdo economica ao invés dos interesses cientificos. O
incentivo em estudos na prospeccdo por novos farmacos de origens naturais advindos de
diversas fontes como vegetais, marinhas e microbianas, ttm se mostrado promissor, além
disso uma alternativa diante dos obstaculos impostos por tais circunstancias (CRAGG;
NEWMAN, 2009). Dentre elas destacam-se o0s glicoalcaloides presentes em planta da espécie
Solanum, sendo a solamargina e solasonina os que exibem atividades mais relevantes.
Pesquisas tem atribuido o efeito quimiopreventivo a presenca dos glicoalaloides, solamargina
e solasonina, no extrato glicolacaloidico de S. lycocarpum, administrado em modelo animal
com a finalidade de comprovar a atividade anti-carcinogénica dos glicoalcaloides (MUNARI
et al.,, 2014). Ademais, esses compostos vém incitando interesse pelo seu desempenho
antineoplasico em virtude de acdo indutora da via apoptética (FRIEDMAN, M. 2015).
Portanto, neste estudo foi avaliado a atividade anticAncer e antifungica de
glicoalcaliodes de S.lycocarpum. Para o estudo do mecanismo de acdo anticancer dos
glicoalcaloides foram realizados ensaios de atividade apoptdtica, ciclo celular por citometria
de fluxo e ensaio do cometa em linhagem de cancer de mama MFC-7. Além disso, foram
realizados experimentos de avaliacdo do contetdo de ergosterol de T.rubrum tratados com

glicoalcaloides.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Familia Solanaceae e o género Solanum

A familia Solanaceae no Brasil est4 concentrada na regido tropical, onde apresenta 32
géneros e 350 espécies, sendo o género Solanum o maior e 0 mais complexo género da familia
Solanaceae, com cerca de 1500 espécies nas regides tropicais e subtropicais do mundo, tendo
a América do Sul como centro de diversidade e distribuicdo (AGRA, 1999).

Estudos farmacoldgicos tém relatado importantes atividades biolégicas para varias
espécies do género Solanum tais como: atividade antiinflamatoria (ANWIKAR; BHITRE,
2012), hipotensora (BAHGAT et al., 2008), atividade antiulcerogénica (S. nigrum), atividade
hepatoprotetora (GUPTA et al., 2011), anti-viral (JAVED et al., 2011), antiurolitiaco (PATEL
et al., 2012), anti-alérgicas (NIRMAL et al., 2012), antioxidante (MORAIS et al., 2015; DA
COSTA et al., 2015), atividade antitumoral (XIE et al.,2015), antibactericida (MORAIS et al.,
2015), antiparasitaria (ABREU et al., 2013), gastroprotetora (ABREU et al., 2015) e atividade
antifangica (FEWELL et al., 1994).

Dentro desse género, encontra-se a espécie Solanum lycocarpum Auguste Saint-Hilarie
(Solanaceae), popularmente conhecida como “lobeira” ou “fruta-do-lobo”, entre outras
denominacdes. Acredita-se que, seu nome vulgar, se deve ao fato dos seus frutos constituirem
50% da dieta alimentar do Lobo-guara (Chrysocyon brachyurusé) (CORREA, 1984).
Apresentando acdo terapéutica contra o verme-gigante-dos-rins, que é muito frequente e
geralmente fatal no lobo (OLIVEIRA et al., 2003). Foi inicialmente utilizada pelos indios
Xavantes brasileiros, como agente hipoglicemiante e seus frutos sdo empregados na medicina
popular no tratamento da obesidade, diabetes e na diminuicdo dos niveis de colesterol
(SCHWARZ et al., 2005; 2007).

A S. lycocarpum é uma planta tipica do cerrado brasileiro, possuindo uma ampla
distribuicdo geogréafica. A espécie € um arbusto de 2 a 4 metros de altura, possui muitos
ramos, sendo revestidos de pelos densos estrelados, ramos cilindricos, lenhosos e fistulosos de
folhas simples e alternas (LORENZI; MATQOS, 2002). Os frutos, sdo do tipo baga, globosas,
com até 20 cm de didmetro, contendo polpa carnosa, com 300 a 500 sementes, sendo usados
popularmente para diminuicdo de niveis de glicose e colesterol (Figura 1) (SILVA et al.,
1994). Sua frutificacdo é concentrada entre julho e janeiro, apesar de ser capaz de rebrotar
apos ser queimada, a lobeira pode ter seus frutos danificados pelo fogo, o que pode
comprometer sua reproducéo (BRIANI; GUIMARAES JUNIOR, 2007).
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Figura 1. Arvore (A); Flor (B) e Frutos (C e D); Conjunto (E) da espécie S. lycocarpum
A.St—Hil

Fonte: Arquivo pessoal

2.2 Glicoalcaloides das espécies de Solanaceae

Os metabdlitos secundarios solasonina (SS) e solamargina (SM) (Figura 2 e 3) séo
heterosideos alcaloidicos (Glicoalcaloides) majoritariamente produzidos pelo fruto da espécie
S. lycocarpum, sendo a solasodina (SD), a aglicona destes compostos (Figura 4)
(BLANKEMEYER et al., 1998; SCHWARZ et al., 2007; SOARES-MOTA et al., 2010).
Estruturalmente a SM e SS, apresentam em comum o nucleo central esteroidal SD, que possui
27 carbonos, um nitrogénio ligado ao carbono 22' e 26" do anel e geralmente apresentam
ligagOes eterosidicas na hidroxila do carbono 3', bem como liga¢des duplas entre os carbonos
5' e 6' (SIMOES et al., 2002). Dessa maneira, esses compostos diferenciam-se apenas pelos
grupamentos de acucares ligados ao seu nucleo esteroidal SD, sendo que a triose do composto
SM ¢ denominada chacotriose, a qual é constituida por duas unidades de ramnose na posi¢éo
2' e 4' do carbono ligado a D-glicose. Ja a triose do composto SS é conhecida como solatriose,
sendo composta por uma unidade de L- ramnose e uma D-glicose na posi¢céo 2' e 3' da D-
galactose, respectivamente (FEWELL et al.; 1994; BLANKEMEYER et al., 1998).
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Figura 2. Estrutura quimica da solasonina.

Solasonina

A= palactose
B= alicose

= raminose

Figura 3. Estrutura quimica da solamargina.

Solamargina

A= plivose
OH B= rannmnoesc

C= ruimmimse
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Figura 4. Estrutura quimica da solasodina.

A aglicona da solamargina e da solasonina, a solasodina (Figura 4), pode ser utilizada
para a fabricacdo de medicamentos esteroidais, como 0s contraceptivos e anti-inflamatérios.
Solasodina pode, por exemplo, fornecer o acetato de 16-deidropregnenolona a partir do qual
forma-se o acetato de deidroepiandrosterona que é uma das principais fontes para producéo de
androgeno (GOSWANI et al., 2003).

Todos os glicoalcaloides encontrados em espécies de Solanum possuem estrutura
constituida por 27 carbonos e, a partir de diferencas estruturais observadas, foram divididos
em 5 tipos: solanidinas, espirosolanos, solacongestidinas, solanocapsinas e jurbidinas
(SCHWARCZ et al., 2005; 2007).

Pesquisas revelam que a mistura de solasonina e solamargina, demonstrou efeito
citotoxico sinérgico contra células tumorais (CHAM et al., 1991; CHAM, 2007). Além disso,
foi relatado atividade antifungica desses mesmos glicoalcaloides contra fungos dermatofitos e
do ambiente (FEWELL et al., 1994).

2.3 Mecanismo de acdo antifungico e anticancer dos glicoalcaloides

Em geral, sabe-se que o potencial farmacol6gico dos glicoalcaloides depende da
interacdo especifica entre o glicoalcaloide-esterol, provocando a perda da integridade da
membrana, o que resulta em alteracGes de permeabilidade e consequente morte celular
(CIPOLLINI; LEVEY, 1997; PUNJABI et al., 2008).

Porém, essas alteragcdes foram demonstradas com maior evidéncia em célula animal, ou

seja, 0 glicoalcaloide interagindo com o colesterol levando a perda da integridade da
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membrana celular, sendo a porcao de acucar dos glicoalcaloides de vital importancia para o
efeito de disruptura da membrana (KEUKENS et al., 1992, 1995).

Quanto a atividade antiflngica, ndo se conhece o mecanismo de acdo dos alcaloides em
dermatdfitos, mas especula-se que os alcaloides devem atuar na via do ergosterol e ndo
interagem diretamente no colesterol da membrana de célula animal como proposto pelo
modelo de Keukens et al. (1995).

Com relacédo a atividade antitumoral da SM e SS, tém sido cogitadas varias hipoteses
sobre o mecanismo de a¢do citotoxico dos glicoalcaloides SM e SS. Segundo Chang et al.
(1998) e Cham (2007), a cadeia de acUcares, mais especialmente o carboidrato ramnose,
presentes na SM e SS, natural em plantas mas ndo em células animais, se liga a sitios
endogenos especificos presentes na membrana de células susceptiveis. Uma vez que a SM
apresenta duas ramnoses e é mais ativa comparada com a SS, que apresenta apenas uma.
Neste contexto, o processo se deve ao fato da aglicona solasodina penetrar na célula,
provocando a morte celular por lise dos lisossomos e por ativar a via apoptotica, uma vez no
interior do nucleo da célula (CHAM et al., 1991).

O carboidrato ramnose presente nos glicoalcaloides ndo é encontrado nas células de
mamiferos e especula-se a respeito da presenca de receptores especificos para a ramnose em
células tumorais. Foi demonstrado que o carboidrato ramnose presente em uma solucdo
constituida pelos glicoalcaloides solamargina e solasonina inibe os efeitos citotoxicos de
tumores artificialmente induzidos em camundongos e que, a solasodina néo é efetiva em inibir
o crescimento das células cancerosas como os glicoalcaloides, ja que esta ndo possui cadeia
de aclcar (SCHWARZ et al., 2007).

Além disso, segundo Keukens et al. (1995), a acdo terapéutica dos glicoalcaloides é
devido a interacdo especifica entre o glicoalcaloide-colesterol, provocando a perda da
integridade da membrana, o que resulta em alteracGes de permeabilidade e provoca a morte
celular. Sendo a porc¢do de acUcar dos glicoalcaloides parte importante para que ocorra essa
interacdo levando ao efeito de disruptura da membrana da célula animal.

Estudo realizados por Chang et al. (1998), onde a SM e SD, foram utilizadas para
determinar o papel da porcdo carboidrato no mecanismo de apoptose. A cadeia lateral de C3,
dos glicoalcaloides SM e SD contém 40Rha - Glc - 20Rha, 40Rha - Glc e H, respectivamente.
Observou-se que a SM apresenta potente citotoxicidade contra células de hepatoma humano,

atividade esta devido a porcdo de 20Rha presente neste glicoalcaloide, sendo esta porcéo a
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responsavel por desempenhar um papel crucial no desencadeamento da morte celular por
apoptose.

A segunta hipotese sugere que os glicoalcaloides difundem-se dentro da célula tumoral,
fazendo com que a expressédo dos receptores de fator de necrose tumoral (TNFR) sejam
ativados. Por conseguinte, os TNFR se conjungam com fatores de necrose tumoral (TNF),
desencadeando uma cascata de rea¢des que provocam a morte celular (PUNJABI et al., 2008).
Assim sendo, varios estudos corroboram com a afirmagdo de que SM aumenta a expressdo
das proteinas apoptoéticas TNFR, Fas, TRADD, FADD, Bax, citocromo c, caspase-8, -9 e -3,
ao passo que inibe as proteinas anti-apoptoticas, Bcl-2 e Bcl-xL, sugerindo que a via
extrinseca da apoptose, pode estar envolvida na morte celular induzida por SM (LIANG et al.,
2004; LIU et al., 2013; SHIU et al., 2007; LIANG et al., 2008; WU et al., 2011; DING et al.,
2012).

Em contra partida, estudo realizado por Sun et al., 2010; 2011, relataram que através
dos ensaios de LDH, foi possivel determinar a quantidade de conteudo citoplasmatico de
células leucémicas, liberado para o meio extracelular, quando estas foram submetidas ao
tratamento com SM na concentracdo de 10 uM. Este resultado sugere que a apoptose &
iniciada pela perturbacdo da membrana plasmatica. Além disso, relataram que a exposi¢édo das
células de leucemia & SM na concentracdo de 10 uM durante 30 minutos, induziu um aumento
de sete vezes na concentracdo de célcio intracelular, diminuindo a expressdo de Bcl-2 e
aumentando a expressdo da atividade de Bax, caspase-3 e caspase-9. Estes resultados e o
decréscimo observado no potencial da membrana e liberagcdo de citocromo c, sugerem que
uma via de morte lisossomal-mitocondrial induzida estd envolvida na citotoxicidade
(FRIEDMAN, M., 2015). No estudo realizado por Xie et al (2015), confirma a hipotese de
que o glicoalcaloide SM induz morte por apoptose, promovendo a modulacdo de genes
envolvidos na via intrinseca da apoptose, inibindo o gene anti-apoptotico (Bcl-2) e ativando
proteinas associadas a apoptose (Bax, caspase-3 e caspase-9). Portanto, a modulacdo da
proteina Bcl-2/Bax e vias de sinalizacdo das caspases, promovida pela SM, esta envolvido no
processo de inducdo da apotose em células de hepatoma

Por fim, a terceira hipotese foi constatada com o auxilio da técnica de citometria de
fluxo, em que foi possivel verificar que apds o tratamento das células com SM houve uma
drastica mudanca da fase celular G2/M, correspondente a fase em que ocorre divisdo celular,

para a sub-Gy, fase em que as células ndo se dividem e permanecem neste estagio até a morte
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(CUI et al., 2012). Portanto, esta mudanca da fase celular também é considerada outra via de
apoptose (KUO et al., 2000; LUI et al., 2004; SHIU et al., 2007).

Dessa forma, nota-se que a apoptose se tornou um foco de interesse na oncologia, pois a
alteracéo deste processo pode levar ao surgimento de malignidades (KUO et al., 2000; LIU et
al., 2013).

2.4 Atividade anticancer

2.4.1 Cancer

Apesar dos avangos na oncologia na tentativa de obter tratamentos mais eficazes e a
cura, 0 cancer estd entre as doengas de maior significAncia em termos de numeros de
ocorréncias (JEMAL et al., 2011). Estima-se que no ano de 2030, a incidéncia mundial serd
de 21,4 milhdes de novos casos e 13,2 milhdes de mortes por cancer. Sendo que, a maior
prevaléncia dos casos, ocorre em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Somente no
Brasil, mais de 576 mil novos casos de cancer foram estimados para o ano de 2015, dados
estes que refletem a magnitude do problema do cancer no pais (INCA, 2014).

A definicdo de cancer abrange mais de uma centena de enfermidades especialmente
caracterizadas pela proliferacdo celular desordenada resultante de alteragdes nos mecanismos
de controle do ciclo celular (STRATTON; CAMPBELL; FUTREAL, 2009). O processo de
desenvolvimento de um tecido tumoral é originario de células cancerosas, com capacidade
metastatica e angiogénica. De tal forma, as células tumorais, independentemente do tecido de
origem, podem ser classificadas como benignas (tumor) e malignas (cancer). Trés aspectos
fundamentais que, propriamente, distinguem células cancerosa de tumoral sdo o ganho de
massa e a divisdo celular excessiva (i), tipica, porém mais branda em tumores benignos; a
inducéo a angiogénese (ii), com o surgimento de novos vasos sanguineos a fim de suprir as
células cancerosas com oxigénio conforme ha expansdo tumoral; e a formacdo de metéstases
(iii), a capacidade dos tumores malignos de se desprenderem da matriz extracelular, soltando-
se do tecido e podendo colonizar outros tecidos (CARNEIRO; JUNQUEIRA, 2012;
ALBERTS et al., 2010).

O céncer pode se originar através de varias alteracbes relacionadas ao seu
desenvolvimento, podendo estas serem causadas por fatores internos ou externos ao
organismo, estando ambas inter-relacionadas. As altera¢fes genéticas decorrentes a exposicao

aos fatores internos, tendem a ocasionar efeitos carcinogénicos (multiplicacéo e proliferacéo
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celular desordenada), caso ocorram nos genes responsaveis por comandar processos celulares
relacionados a inducdo e inibicdo de apoptose; fatores de crescimento (protooncogenes);
genes supressores de tumor (antioncogenes), que controlam a proliferacdo natural das células;
epigenéticas e do acumulo seletivo de mutagdes espontaneas (LOPES et al., 2010). Além
disso, alteracdes genéticas podem também ser originadas por exposi¢do aos fatores externos
como, a acdo de agentes bioldgicos (oncovirus), quimicos e fisicos. Apesar da importancia
conferida a radiacdo ultravioleta natural e aos carcindgenos derivados da poluicdo ambiental e
residuos quimicos, os casos de cancer sdo predominantemente mais associados ao estilo de
vida, por habitos relacionados a fatores alimentares, ao alcoolismo, tabagismo, obesidade e
sedentarismo (LONGE, 2005).

Diante dessa situacdo, é de grande importancia a busca por drogas antitumorais mais
seletivas, atoxicas e eficazes. No entanto, uma das maiores barreiras para que a quimioterapia
contra o cancer seja aplicada de forma efetiva é a multipla resisténcia a drogas. Obstaculo
gerado por diferentes mecanismos, tais como a apoptose reduzida; o efluxo mediado por
transportadores ABC, que dificulta a manutengdo intracelular de concentragOes letais de
drogas hidrofobicas; e a baixa absorcdo de algumas drogas hidrossollUveis gue necessitam de
transportadores para adentrarem a célula (ULLAH et al., 2008).

Uma alternativa para tal limitagdo, € a valorizagdo na pesquisa por atividades bioldgicas
inexploradas de compostos conhecidos provenientes da biodiversidade, sobretudo os
fitoquimicos (CARVALHO; SILVEIRA, 2010). Um exemplo classico de drogas com acdo
antitumoral é o da sintese do taxol (paclitaxel), diterpenoide de Taxus brevifolia, que resulta
em uma molécula de acdo antimitotica (JENNEWEIN; CROTEAU, 2001). Outros casos de
antineoplasicos derivados de vegetais sdo os alcaloides de vinca (Catharanthus roseus),
vincristina e vimblastina (ISHIKAWA et al., 2009).

Deste modo, muitos metabdlitos secundarios vegetais que apresentam potencial
citotoxico para células tumorais, tornaram-se um nicho atraente a farmacologia (CRAGG,;
NEWMAN, 2012).

2.4.2 Cancer de mama

O cancer de mama ¢ a neoplasia mundialmente mais incidente entre as mulheres, com
cerca de 1,67 milhGes de casos novos anuais, em todo mundo, contribuindo para uma
estimativa de 25% de todos 0s novos casos de cancer diagnosticados (FERLAY et al., 2015;

TORRE et al., 2015). Além disso, embora seja considerado um cancer com bom prognostico
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se detectado precocemente, o cancer de mama continua sendo a principal causa de morte por
cancer entre as mulheres (FERLAY et al., 2010).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer, o cancer de mama é o segundo mais incidente
no mundo, tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento, sendo mais frequente
em mulheres (INCA, 2014). As taxas de incidéncia variam entre as diferentes regides do
mundo, com as maiores taxas na Europa Ocidental (96/100 mil) e as menores taxas na Africa
Central e na Asia Oriental, no ano de 2012 (27/100 mil) (INCA, 2015).

O Brasil tem acompanhado as altas taxas de incidéncia e mortalidade de céncer de
mama dos paises desenvolvidos, porém as medidas necessarias a prevencao, ao diagndstico e
ao controle da doenca ndo tém sofrido o mesmo crescimento. No ano de 2014, foram
esperados 57.120 mil novos casos de cancer de mama, com um risco estimado de 56.09 mil
casos a cada 100 mil mulheres, sendo o tipo de cancer mais frequente nas regioes Sul (71
casos/100 mil), Sudeste (71 casos/100 mil), Centro-Oeste (51 casos/100 mil) e Nordeste (37
casos/100 mil). Na regido Norte, o cancer de mama é o segundo mais incidente (21 casos/100
mil) (INCA, 2015). Estima-se que cerca de 13.000 mil mulheres morreram de cancer de
mama no Brasil no ano de 2010 (LEE et al., 2012). No periodo de 2009-2013, o SISMAMA
(2015) (Sistema de Informacdo do Céncer de Mama), registrou mais de 12 milhGes de
mamografias em todo o pais. Cerca de 1,4% destes casos indicaram um elevado risco de
cancer, o que corresponde a cerca de 168.000 mil casos. Além disso, o envelhecimento da
populacdo tornou o cancer um grande problema de satde publica (ELOMRANI et al., 2015).
Mais de 50% dos pacientes com cancer de mama estdo na faixa etaria de 65 anos ou mais, e
cerca de 30% apresentam mais de 70 anos de idade (BINDER-FOUCARD et al., 2013;
YANCIK et al., 2004; JEMAL et al., 2004).

A ndo adesdo ao tratamento, a existéncia de comorbidades que podem afetar a
mortalidade, e o alto custo gerado com os beneficios para a populacéo carente, sao fatores que
explicam por que a maioria das estratégias de triagem ndo incluem pacientes com mais de 70
anos de idade (ELOMRANI et al., 2015). O resultado é que o diagnostico de cancer de mama
muitas vezes é feito tardiamente, e cerca de 48% dos pacientes com mais de 65 anos de idade
tém metastases no momento da diagnosis (RIES et al., 2009).

Além da idade, outros fatores que predispde o cancer na mama sdo: fatores nutricionais,
atividade fisica, duragdo da amamentacdo, historico familiar, tabagismo, consumo de alcool,
socioecondémico, menstruagdo precoce, menopausa tardia, obesidade, auséncia de gravidez e
reposicdo hormonal (ELOMRANI et al., 2015).
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O cancer de mama é considerado um dos tipos de cancer mais temidos pelas mulheres,
devido a sua alta frequéncia e efeitos psicoldgicos, tais como: alteracGes da sexualidade e da
imagem corporal, medo de recidivas, ansiedade, dor e baixa autoestima (INCA, 2015).

Os principais sinais e sintomas de cancer de mama sdo nédulo na mama e/ou axila, dor
mamaria e alteracdes da pele que recobre a mama, como retracGes com aspecto semelhante a
casca de laranja. O cancer de mama localiza-se, principalmente, no quadrante superior
externo, e em geral, as lesbes séo indolores, fixas e com bordas irregulares, acompanhadas de
alteracGes da pele quando em estadio avancado (INCA, 2015).

Programas de prevencdo primaria evitam o aparecimento de doencas, o controle dessa
doenca se da através da deteccdo precoce, na qual a lesdo se restringe ao parénquima
mamario, com um tamanho de no méximo trés centimetros, permitindo o uso de recursos
terapéuticos menos agressivos e maior possibilidade de cura. Os meios mais eficazes para a
deteccdo precoce de cancer de mama sdo o exame clinico de mamas (ECM) e a mamografia,
pois 0 autoexame de mamas (AEM) detecta a doenca geralmente em estadio avancado, sendo
responsavel por cerca de 80% das descobertas de cancer de mama (BALOGUN; FORMENTI,
2015).

A mamografia € um exame radioldgico, dos tecidos moles das mamas, mais usado em
mulheres com 35 anos ou mais, que permite a identificacdo de alteracGes ndo perceptiveis ao
ECM, ndo substituindo o0 mesmo. A ultrassonografia é o exame de escolha para mulheres com
menos de 35 anos de idade, sendo também utilizado para mamas densas, nddulos palpéaveis
com/ sem mamografia negativa, processos inflamatorios e gravidas com sintomas mamarios
(SBC, 2015).

Pesquisas em agentes terapéuticos, a fim de melhorar o potencial citotoxico dos
antitumorais, além dos ensaios clinicos em andamento, tém contribuido para a diminuicdo da
taxa de mortalidade por cancer de mama, assim podendo proporcionar maiores beneficios
para tal terapia (ANAMPA; MAKOWER; SPARANO et al., 2015).

2.4.3 Glioblastoma

Glioblastoma (GBM) é o tipo mais comum e fatal de tumor cerebral priméario, com
cerca de 10.000 mil novos casos em adultos por ano nos Estados Unidos da América
(OSTROM et al., 2014). E composto por 70% de todos os gliomas e é classificado como grau
glioma IV (SEYMOUR et al., 2015). O tumor GBM cresce rapidamente e é heterogéneo,
composto de célula glia transformadas (DAMODARAN et al., 2014). Apesar de apresentar
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baixa incidéncia, sendo mais frequente em idosos com idade superior a 65 anos, 0
glioblastoma multiforme é um dos tipos de cancer mais agressivos, tendo o paciente sobrevida
aproximada de 15 meses mesmo perante quimioterapia, radioterapia e intervencdo cirurgica.
Como agravante, os nimeros tendem a elevar com o envelhecimento populacional (PONTES
etal., 2012).

A auséncia de tratamentos eficazes para 0 GBM, a sua capacidade de invaséo, bem
como sua crescente incidéncia, tém gerado interesse, por parte dos pesquisadores, neste tumor
e suas caracteristicas malignas (DOBES et al., 2011).

Apesar dos recentes avangos no tratamento de tumores sélidos, os tratamentos para
gliomas de grau IV permanecem paliativos. Excis@es cirurgicas mais agressivas, embora retire
uma grande proporcdo do tumor, sempre deixa algum residuo que se infiltra em tecido
cerebral circundante, levando ao resurgimento do tumor (SEYMOUR et al., 2015). O GBM
também exibe resisténcia a radioterapia e quimioterapia, € muitas vezes 0s tumores
recorrentes sao mais agressivos (DAMODARAN et al., 2014; ANDALOUSSI-SAGHIR et
al., 2011). Estes resultados insatisfatorios enfatiza a necessidade urgente para a identificacdo
de novos alvos terapéuticos.

Uma explicacdo para a grande falta de tratamentos eficazes € a ma compreensdo dos
mecanismos moleculares e celulares que regulam o crescimento do tumor e sua recorréncia
(SEYMOUR et al., 2015).

2.4.4 Apoptose

A morte celular, foi definida recentemente, pelo comité de nomenclatura em morte
celular (NCCD) como, a perda permanente da funcédo de barreira da membrana plasmatica (i),
a fragmentacédo celular em corpos apoptéticos (ii) e o engolfamento de uma célula por outra
de atividade fagocitica (iii) (GALLUZZI et al., 2014). Assim, a perda irreversivel da estrutura
e funcdes vitais da célula, ocorrem por dois processos morfologicamente distintos: necrose ou
apoptose.

A atividade necroética é decorrente de uma injuria acidental, e desencadeia processos
inflamatdrios pela exposicdo do contetido citoplasmatico ao meio externo. Neste caso, ha
permeabilidade da membrana celular, dilatacdo das organelas, dissociagéo dos ribossomos do
reticulo endoplasmatico e condensagdo da cromatina, diferente da apoptose. Esta € comparada
metaforicamente a um “suicidio programado” induzido por estimulos internos ou externos a

célula (OUYANG et al., 2012). Por esta razéo, o evento apoptético pode ocorrer pelas vias:
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extrinseca (citoplasmatica) ou intrinseca (mitocondrial). A primeira é desencadeada pela
ligacdo de moléculas especificas a um grupo de receptores de membrana da superfamilia dos
receptores de fatores de necrose tumoral (TNF) e subsequente ativagéo da cascata de caspases
(BUDIHARDJO et al., 1999).

Ja a segunda via, ¢ ativada por estresse intracelular ou extracelular como a deprivacédo
de fatores de crescimento, danos no DNA, hipoxia ou ativacdo de oncogenes.
Morfologicamente, a célula apoptotica é caracterizada pelo encolhimento, perda de adesdo as
células vizinhas e a matriz extracelular, externalizacdo de fosfatidilserina, fragmentacéo
nuclear, clivagem do DNA, prolongamento da membrana celular e, por fim, formacdo dos
corpos apoptéticos (ALBERTS et al., 2010a; INDRAN et al., 2011). Os sinais que sao
transduzidos em resposta a estas injdrias, convergem principalmente para a mitocondria
(HENGARTNER et al., 2000). Inimeros estudos sobre apoptose apontam a mitocondria
como o principal mediador desse tipo de morte. Essa organela integra os estimulos de morte
celular, induzindo a permeabilizacdo mitocondrial e consequente liberacdo de moléculas pré-
apoptoticas nela presente (DESAGHER et al., 2000).

2.4.5 Atividade citotoxica de glicoalcaloides

Sabe-se que, mais de 50% das drogas em ensaios clinicos para atividade anticancer sdo
advindos de ativos naturais ou sintetizadas baseadas nas estruturas destes compostos bioativos
(CRAGG; NEWMAN, 2000, 2009). Neste contexto, os glicoalcaloides presentes em plantas
da espécie Solanum estdo ganhando destaque por seu acentuado potencial antitumoral, sendo
a SM e SS os com atividades mais promissoras para o desenvolvimento de farmacos anti-
cancerigenos.

Ha que se destacar que desde 1987, estudos in vivo com animais e humanos, sobre a
atividade antitumoral de glicoalcaloides da espécie Solanum, tém sido relatados (CHAM;
MORAES, 1987). Ja € de conhecimento cientifico e comercial, que a algum tempo, foi
desenvolvida uma formulacdo contendo uma mistura dos glicoalcaloides, conhecida como
Curaderm BEC 5 (CHAM et al., 1991; CHAM, 2007), que tem sido comercializada na
Australia por aproximadamente 20 anos para o tratamento de tumores malignos de pele
(PUNJABI et al., 2008; WU et al., 2011).

Nos estudos realizados por Souza-Esteves e colaboradores em 2002, observaram que
uma mistura de alcaloides apresentaram atividade citotoxica frente a linhagem de leucemia

humana K562. A mistura continha uma fracéo rica em glicoalcaloides SS, purificados a partir
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dos tricoma de galhos jovens e frutos de Solanum crinitum Lam, além do alcaloide estereoidal
SD, extraido das partes aéreas de S. Jabrense Agra & M.Nee.

Cham, 2007; 2008, relata em seus estudos, que os glicoalcaloides apresentam atividade
antiproliferativa frente as linhagens de células tumorais, sendo a SM o glicoalcaloide que
apresentou uma atividade antineoplasica mais pronunciada e toxicidades mais baixas do que
vinblastina, cisplatina, doxorrubicina e CPT. Em 2013, Munari et al, relataram que a SM
exibiu maior efeito citotoxico comparado com quimioterapéuticos contra células de cancer de
mama humanao.

Além disso, a SM induziu morte celular pelo processo de apoptose em linhagens de
cancer de mama. A apoptose foi caracterizada pela regulacédo da expressao dos receptores de
morte da via extrinseca, tais como o receptor do fator de necrose tumoral | (TNFR - 1), o
receptor Fas (Fas), dominio de morte TNFR-I (TRADD) e dominio de morte Fas (FADD).
Ademais, a SM aumentou a expressao de Bax e diminuiu a regulacdo da expressao de Bcl-2 e
Bcl-xL. Esses efeitos resultaram na liberacdo de citocromo c e ativacao de caspases 8, 9 e 3,
indicando que SM desencadeou vias apoptoticas extrinsecas e intrinsecas em células de
cancer de mama (SHIU et al., 2007).

Kuo et al., (2000), relataram a atividade citotoxica do glicoalcaloide SM, produzida por
S. Lycocarpum, contra células cancerosas de hepatoma humano. A atividade citotoxica dos
glicoalcoloides esta relacionada a inducdo do gene regulador da apoptose (TNFR-I e 11). Além
disso, a caracterizacdo do mecanismo anti-cancerigeno de SM em células de hepatoma
humano (Hep3B), foi demonstrada por altera¢cdes na morfologia celular, no conteddo de DNA
e na expressao de genes de células tratadas com SM. As células tratadas com SM, mostraram
condensacdo da cromatina, fragmentacdo de DNA e um pico sub-G1, sugerindo que o SM
induz a morte celular irreversivel por apoptose.

Li et al., 2011, demonstraram que a SM reduz a viabilidade celular e induz a apoptose
em ceélulas de osteossarcoma U20S, aumentando a expressao do RNAm que codifica a
proteina de p53 e Bax (uma proteina pré-apoptotica). A expressao de Bcl-2 (uma proteina
anti-apoptotica) foi também reprimida.

Assim, o estudo da relagdo estrutura quimica versos atividade biologica dos
glicoalcaloides de Solanum, é de grande interesse, podendo assim ser levada em conta no
estudo de atividade citotoxica dos glicoalcaloides como a SM (SCHWARZ et al., 2007;
CHAM et al., 1991; KEUKENS et al., 1995; CHANG et al., 1998).
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2.5 Atividade antiflingica

25.1T. rubrum

As micoses cuténeas estdo entre as infec¢des fungicas mais comuns, sendo causadas por
fungos queratinofilicos que atingem tecidos queratinizados como a unha, pele e o cabelo
(GUPTA; NAKRIEKO, 2015). Estes sdo chamados dermatofitos que compreendem cerca de
40 fungos pertencentes a trés géneros: Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton. Podem
ser caracterizados de acordo com o seu habitat como zoofilicos, antropofilicos ou geofilicos.
As infeccdes causadas por esses dermatdfitos sdo denominadas de tineas seguida do seu local
de ocorréncia, por exemplo, tinea pedis, tinea unguium e tinea corporis, para as infeccdes
com ocorréncia nos pés, nas unhas e no corpo respectivamente (ACHTERMAN; WHITE,
2012). Apesar de ndo serem potencialmente fatais ou incapacitantes sdo incoOmodas e
recorrentes (PERES et al., 2010a), o fato da recorréncia nao esta claro, é devido a uma nova
aquisicdo ou reativacdo de uma infeccdo prévia (ACHTERMAN; WHITE, 2012). Ha relatos
sugerindo que a taxa hormonal entre homens e mulheres afetam a ocorréncia das infecgdes e
que o crescimento desses patdgenos podem ser influenciado por alguns esterdis (DA SILVA
et al.,, 2014; PAPINI et al., 2013; WU; SUN; CHANG, 2013).

As dermatofitoses afetam cerca de 30% da popula¢do mundial (WHITE et al., 2008).
Dentre os dermatdfito, o T. rubrum é o agente causador mais frequente de dermatofitoses
superficiais tais como onicomicoses e tinea pedis (WU; SUN; CHANG, 2013), representando
cerca de 80% de dermatomicoses que afetam tecidos queratinizados (GUPTA; NAKRIEKO,
2015), sendo o responsavel por mais de 69,5% de todas as infeccBes provocadas por
dermatofitos no mundo (CHEN; FRIEDLANDER, 2001), inclusive no Brasil, com ocorréncia
de 33,2% s6 no estado de S&o Paulo (GODOY-MARTINEZ et al., 2009).

Em geral estas infecgbes ndo causam risco de vida, mas em alguns casos tém ocorrido
de forma invasiva, afetando um elevado nimero de pacientes imunocomprometidos como
aqueles portadores de HIV, diabetes, cirrose e insuficiéncia renal cronica (DA SILVA et al.,
2014). Em pacientes imunocomprometidos portadores de HIV e ja diagnosticados com AIDS,
na cidade de Sdo Paulo a ocorréncia deste fungo é de 70,6% e 94,7% respectivamente (DA
SILVA et al., 2014). T.rubrum, que normalmente provoca micoses superficiais bem
caracterizadas, vem causando infeccdes subcutaneas e profundas com quadros clinicos mais
complexos como abcessos, granulomas e micetomas (DA SILVA et al., 2014; PAPINI et al.,
2013; WU; SUN; CHANG, 2013).
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Pesquisadores tendem a desenvolver novas abordagens terapéuticas, visando a diminuir
as lesdes causadas por tais infecces (BALTAZAR et al., 2015). Todavia, as drogas
antifungicas apresentam-se em menor ndmero quando comparadas com as drogas
antibacterianas. Esse fato se deve, principalmente, as semelhancas compartilhadas entre
células fungicas e de mamiferos, além do fato, das bactérias serem mais conhecidas,
molecularmente, e que as infec¢des fungicas foram mais evidenciadas a partir da decada de 70
(GHANNOUM; RICE, 1999; MORETTI, 2007).

O uso indiscriminado de agentes antifingicos ao longo das Ultimas décadas, tem
selecionado linhagens de T.rubrum resistentes a varias drogas (RICHARDSON; WARNOCK,
2012). Assim, considerando o processo de multirresisténcia emergente, a atencao substancial
tem sido focada em produtos naturais com propriedades antifungicas, estimulando a busca de
alternativas terapéuticas (GHANNOUM; RICE, 1999; THOMAS; KIM, 2011).

2.5.2 Sequenciamento do Genoma de T.rubrum

A prevaléncia das infec¢des provocadas por T.rubrum, torna-o um bom modelo para o
estudo de fungos filamentosos patogénicos humanos (SIDAT et al., 2006; FACHIN et al.,
2001). Além disso, este patdgeno tem sido utilizado como modelo para vérios estudos de
expressao génica, sendo um dos dermatdfitos, cuja a sequéncias do genoma foi
disponibilizado por pesquisadores de varias universidades (see the Broad Institute’s
Dermatophyte Comparative Database at
http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/dermatophyte-comparative/MultiHome
html): (projeto Fungal genome Iniatiative do Broad Institute, htt://www.broad.mit.edu/). As
sequéncias do genoma de cinco espécies de dermatdfitos com nichos ecoldgicos distintos ja
foram anotados sendo: Trichophyton rubrum, Microsporum canis, Microsporum gypseum,
Trichophyton tonsurans e Trichophyton equinum (MARTINEZ et al., 2012). Em seu estudo
comparativo, Martinez et al. (2012) relatam que o genoma sequenciado dos dermatofitos é
enriquecido com quatro familias de genes que contribuem para a sua capacidade de causar a
doenca, em relacdo a outros fungos que causam infecgdes em humanos. Uma observacgao que
espelha a andlise original dos primeiros dois genomas de dermatofitos. Estes incluem (i)
proteases secretadas, para degradar a pele, que supostamente atuam como fatores de
viruléncia, (ii) quinases, incluindo pseudoquinases, que estdo envolvidos na sinalizagdo
necessaria para adaptar para o nicho da pele; (iii) metabolitos secundarios, os compostos que

atuam como toxinas, moduladores do sistema imunitario, ou sinais das interacdes entre fungos
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e hospedeiro; e (iv) uma classe de proteinas (LysM) que parecem ligar-se a componentes da
parede celular e carboidratos, evitando assim a resposta imune do hospedeiro a fungos
(BURMESTER et al., 2011). A disponibilidade de tal informacdo tem permitido aos
pesquisadores desenvolver hipoteses de como os dermatofitos causam as infecgdes, assim
como as diferencas entre as espécies que tem se especializado a ambientes diferentes. Além
disso, aliado as ferramentas de bioinformatica, as técnicas de microbiologia e biologia
molecular sdo essénciais para 0s estudos sobre a viruléncia, resisténcia e evolucdo dos
dermatdfitos, e auxiliam em diversos estudos sobre taxonomia, epidemiologia e processos
metabolicos gerais, dando melhores condi¢Ges para o surgimento de terapias mais eficientes
(RIVERA et al., 2012). Dados estes, auxiliando em diversos estudos dando melhores

condigdes para o surgimento de terapias mais eficientes.

2.5.3 Mecanismo de acao de drogas antifungicas

O estudo do mecanismo de acdo dos antifingicos, constitui uma estratégia importante
para limitar o aparecimento de resisténcia aos agentes comercialmente disponiveis, assim
como o desenvolvimento de compostos mais seguros e mais potentes no futuro (LOPES et al.,
2013). A membrana celular e a parede celular de fungos sdo os alvos mais importantes para
drogas antifingicas. Estas barreiras fisicas e quimicas sdo responsaveis pela comunicagéo
com o meio ambiente e, por conseguinte, tem um papel chave em processos metabolicos
(HECTOR, 1993). O ergosterol é o esterol predominante nas membranas das células dos
fungos, responsavel por manter a integridade celular, a viabilidade, a funcdo e crescimento
normal.

A griseofulvina e o iodeto de potassio foram os primeiros compostos a serem utilizados
como antifungicos sistémicos para micoses superficiais (GRAYBILL, 2000). Nos ultimos 50
anos, diversas drogas antifingicas foram introduzidas para o tratamento de infeccOes
superficiais, e a escolha da terapia antifingica mais adequada esta atrelada com o diagndéstico
do patogeno, o local e o estado da infeccdo, analise de possiveis interacdes medicamentosas e
0 quadro clinico apresentado pelo paciente (PALACIO, 2000).

O arsenal de antifungicos permanece limitado, tendo como alvos principais, a sintese de
ergosterol, parede celular e 0 DNA. Os antifingicos dividem-se em antiflngicos sistémicos
(analogos de pirimidinas, polienos, equinocandinas e azdis), e tdpicos (alilaminas e
morfolinas) (MORETTI, 2007; VANDEPUTTI; FERRARI; COSTE, 2011).
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Na classe dos polienos, a anfotericina ganhou evidéncia, ao lado de outros polienos,
como a nistatina e natamicina, todos apresentam atividade antifingica pronunciada e sdo
produzidos por bactérias do género Streptomyces (SANGAMWAR; DESHPANDE;
PEKAMWAR, 2008). Por 40 anos, a anfotericina foi considerada padrdo ouro para o
tratamento de infeccdes fungicas devido ao seu amplo espectro de acdo e, praticamente,
inexisténcia de resisténcia (LEWIS, 2011). Essa droga atua sobre o ergosterol, que é o esterol
da membrana fungica, sua ligacdo interfere na integridade da membrana e provoca leséo
osmética (GRAYBILL, 2000; CAMPBELL; ANYANWU; MORAD, 2004). Anfotericina é
responsavel por significativos efeitos adversos, como nefrotoxidade, danos ao figado,
tromboflebites, anemia hemolitica, para reverter sua toxidade, pesquisas foram realizadas para
produzir novas formulacGes, como as formulagdes lipidicas que ja demonstraram promover
menos danos, principalmente, referente a toxidade para os rins; o seu uso ja foi aprovado pelo
FDA (Food and Drug Administration). No entanto, essas formula¢Ges sdo muito mais caras do
qgue a convencional, na ordem de 10 a 20 vezes mais (DISMUKES, 2000; GRAYBILL,
2000).

Os azbis sdo os antifungicos mais usados na pratica clinica e por isso sdo mais
estudados no que diz respeito a padrBes farmacoldgicos, modo de acéo e resisténcia adquirida.
Sdo constituidos por duas classes: imidazois (miconazol, cetoconazol) disponiveis a partir de
1960, e triazois (fluconazol e itraconazol) desenvolvidos a partir da década de 80, em virtude
dos severos efeitos adversos provocados pelos imidazdis. Seu mecanismo de acdo € o
bloqueio da sintese de ergosterol, seu alvo é citocromo P-450 (enzima lanosterol 14a
demetilase), codificada pelo gene ERG11 que converte lanosterol em ergosterol; sua inibicao
leva ao acumulo de esterois intermediarios que sdo toxicos para a célula (CAMPBELL,;
ANYANWU; MORAD, 2004; VANDEPUTTI; FERRARI; COSTE, 2011; NIWA,
SHIRAGA, TAKAGI, 2005). Os azo6is apresentam algumas limita¢fes, como interagcGes com
drogas co-administradas que acarreta efeito adversos e o surgimento de linhagens fangicas
resistentes (GRAYBILL, 2000).

Numa considerada 2% geracdo de triazdis, foram desenvolvidos o voriconazol,
posaconazol e ravuconazol. Estudos com esses novos azois, verificaram interagcdes com outras
drogas, casos de resisténcia cruzada, e que, posoconazol foi responsavel por promover lesdes
neuroldgicas em cachorros; todos os trés apresentam absorcdo irregular, havendo a
necessidade de usar novas formulacGes. Porém, deve ser ressaltado, que o surgimento desses

azois trouxeram avancgos, o voriconazol é uma droga efetiva para aspergilose e o posoconazol
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é a primeira droga oral ativa contra zigomicose. (CHEN; SORRELL, 2007; GRAYBILL,
2000; MORETTI, 2007).

Uma outra classe de antifngicos sistémicos sdo pirimidinas, nos quais destaca-se a
flucitosina, analogo a citosina do DNA, atua sobre enzimas presentes em fungos e ausentes
em mamiferos, que convertem a 5- fluorouracil que inibe a sintese de DNA (CAMPBELL et
al.,2004). Trata-se de um antifungico que atua, principalmente, sobre leveduras, €
administrado em combinacdo com outros antifungicos, porque sua administracdo em
monoterapia leva a resisténcia, alem de efeitos adversos consideraveis serem associados ao
Seu uso por atacarem, também, a microbiota intestinal (DISMUKES, 2000; SANGAMWAR,;
DESHPANDE; PEKAMWAR, 2008).

Equinocandinas constituem a classe de antiflngicos disponivel nos ultimos 15 anos,
sendo 3 aprovados pelo FDA e pela Agéncia Europeia de Produtos Medicinais: caspofungina
em 2001, micafungina em 2005 e anidulafungina no ano de 2006 (CORTES; RUSSI, 2011;
VANDEPUTTI; FERRARI; COSTE, 2011). Sao lipopeptideos semi-sintéticos, que ocorrem,
naturalmente em algumas espécies de fungo, como Coleophoma empedri, Aspergillus
nidulans, Glarea lozoyensis. Sao inibidores ndo competitivos de B, 1-3, glucana sintase, cujo
produto, o D-glucano é o polissacarideo predominante na parede celular, a qual, por sua vez, €
responsavel por manter a integridade e rigidez da membrana, a auséncia de glucana expde a
célula a estresse osmotico e outros tipos de estresse. Essa classe de droga antiflngica,
caracteriza-se por apresentar um amplo espectro de atividade e efeitos adversos raros
(CORTES; RUSSI, 2011). S&o fungicidas para maioria das espécies de Candida, mas apesar
dos drasticos danos provocados na ceélula fungica, apresenta acdo fungistatica para
Aspergillus, com casos de recorréncias e inefetivas para espécies de Trichophyton, Fusarium
e para Criptococcus neoformans (VANDEPUTTI; FERRARI; COSTE, 2011; GRAYBILL,
2000).

Outras drogas antifungicas, como as alilaminas, para qual o destaque é a terbinafina,
atuam sobre a sintese de ergosterol, inibindo o gene ERG1 (esqualeno epoxidase), com
atividade fungicida, porém efeitos adversos significativos sdo referentes ao uso (PALACIO et
al., 2000; ELEWSKI; TAVAKKOL, 2005). A griseofulvina é fungistatica e apresenta uma
baixa biodisponibilidade, requerendo tratamento por longos periodos, seu mecanismo de acéo
relaciona-se aos microtubulos, ligando-se a eles e impedindo a divisao celular (CAMPBELL,;
ANYANWU; MORAD, 2004).
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Os antifungicos de uso topico, também, incluem a classe das morfolinas, descobertas a
partir da década de 70, que com exce¢do da amorolfina que € usada para tratar infecgcdes de
unhas, as demais sdo empregadas na agricultura; age sobre a biossintese de ergosterol, em
duas enzimas, Al4-redutase e A4-, AS8-isomerase (SANGAMWAR; DESHPANDE;
PEKAMWAR, 2008). Outro antifungico indicado para uso topico € o ciclopirox, cujo modo
de acdo ainda € investigado, mas indicios apontam seu mecanismo de acdo como quelante de
cations polivalentes, inibindo a atividade de enzimas metal-dependentes responséveis por
degradar perdxido dentro da célula (CAMPBELL; ANYANWU; MORAD, 2004).

2.5.4 Atividade antifungica de glicoalcaloides

Pesquisas voltadas para o estudo das plantas medicinais estdo sendo estimuladas devido
ao grande interesse cientifico, principalmente da industria farmacéutica, em criar novas
drogas com atividade antifangica e antibactericida.

Assim, dados na literatura tem confirmado o potencial antifingico dos compostos SM e
SS, demonstrando que tais compostos inibem o desenvolvimento do micélio nos fungos
Phoma medicaginis e Rhizoctonia solani (FEWELL et al., 1994).

Além disso, esses compostos inibem o crescimento de leveduras Candida albicans e C.
parapsilosis e fungos filamentosos como Microsporum canis, M. gypseum, Trichophyton
rubrum e T. mentagrophytes, demonstrando-se muito eficientes contra fungos patogénicos
humanos (PINTO et al., 2011).

Outros compostos glicoalcaloides presentes em espécies de Solanaceas como: solanina,
chaconina e a tomatina, também demonstraram atividade antifngica promissora quanto a
fitopatdégenos como fungo Cercosporella brassicae e Alternaria porri, sendo a tomatina, a
com maior atividade antifungica contra os microorganismo. Além do mais, uma mistura dos
glicoalcaloides (solanina e chaconina), apresentou atividade sinérgica antifingica
significativa. A acdo sinérgica entre solamargina e chaconina, solasonina e solanina presentes
em Solanum nigrum, causa uma adicdo na inibicéo dos fungos (ZHAO et al., 2011).

Porém, ndao h& estudos mais aprofundados sobre o potencial antifingico dos
glicoalcaloides presentes na espécie S. lycocarpum contra o fungo Trichophyton rubrum,

assim sendo de grande importancia do ponto de vista clinico.



37

3. HIPOTESE

Os glicoalcaloides presentes na espécie S. lycocarpum, possuem acao citotoxica contra
celulas tumorais de cancer de mama, através da ativacdo do mecanismo de morte celular por
apoptose pela via intrinseca (mitocondrial). Além disso, apresentam acdo antifingica contra T

rubrum através da reducdo do contetdo de ergosterol.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade anticancer em celular tumorais e a atividade antifungica contra o
fungo dermatéfito T. rubrum de glicoalcaloides presentes na espécie S. lycocarpum, bem

como compreender 0 mecanismo de acao.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Extrair e purificar os glicoalcaloides solamargina e solasonina dos frutos de S.

lycocarpum.

2. Avaliar a citotoxicidade dos glicoalcaloides pelo ensaio de MTT nas linhagens
tumorais MCF-7 (adenocarcinoma mamario humano), U-343 MGa (glioblastoma
multiforme humano) e em cultura de células 3T3 (fibroblasto murino normal).

Selecionar o(s) glicoalcaloide(s) mais efetivo para estudos de mecanismos de agéo.

3. Avaliar a acdo dos glicoalcaloides sobre a membrana celular através do ensaio de
LDH.

4. Analisar a genotoxicidade dos glicoalcaloides pelo ensaio cometa nas linhagens

tumorais selecionadas.

5. Investigar o potencial pré-apoptotico e a acao no ciclo celular dos glicoalcaloides por

citometria de fluxo.

6. Avaliar o efeito dos glicoalcaloides na modulacdo da expressdo de genes das vias

apoptoticas pela técnica de PCR Array.

7. Avaliar a atividade antifungica dos compostos purificados contra linhagem mutante e
selvagem de fungo dermatdfito T. rubrum através da determinagdo da concentragdo
inibitéria minima (CIM) e pela determinagdo da concentracdo fungicida minima (CFM).

8. Investigar o efeito dos glicoalcaloides na membrana plasméatica do dermatéfito T.

rubrum atraves do ensaio de regeneracao de protoplasto.

9. Quantificar o nivel de ergosterol em células de T.rubrum tratadas com os

glicoalcaloides.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Purificacéo dos glicoalcaloides de S. lycocarpum

Sabendo-se que o processo de purificacdo de alcaloides de lobeira ja havia sido
padronizado no laboratério do Prof. Dr. Jairo Kenupp Bastos, fato conhecido através das suas
publicacdes na literatura, foi realizado uma colaboracdo com este grupo de pesquisa. Assim, a
purificagdo de alcaloides de lobeira prosseguiu no laboratério de Farmacognosia da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da USP de Ribeirdo Preto, com o auxilio da aluna de Doutorado
Dra. Mariza de Abreu Miranda.

Desta forma, o isolamento dos glicoalcaloides solamargina e solasonina foi realizado
por cromatografia flash, seguida por repurificacdo em CLAE preparativa e por CCDP. Para a
confirmacéo da identidade dos compostos de interesse isolados, as amostras foram analisadas

por espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

5.2 Coleta dos frutos de S. lycocarpum e extracéo dos glicoalcaloides

Os frutos foram coletados no horto da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto (FCFRP-USP). Em seguida, foram picados e submetidos a secagem em estufa de ar
quente e circulante a 45°C. Ap0s secagem, o material vegetal foi submetido a moagem em
moinho de martelos. Uma exsicata foi depositada no herbario do Departamento de Biologia
da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP-USP) sob o nimero
de registro SPFR: 11638, sendo identificada pelo Prof. Dr. Milton Groppo Junior da
FFCLRP-USP.

O processo de extracao seletiva dos alcaloides do fruto de S. lycocarpum foi realizado
no laboratério de farmacognosia da FCFRP-USP sob orientacdo do Prof. Dr. Jairo Kenupp
Bastos. O processo foi realizado segundo metodologia de Henrique et al. (2004) e patente de
KUO et al. (2000) com modificacdes.

Para tal processo, os frutos de S. lycocarpum foram secos, triturados e transferidos para
um tanque de extracdo de 35 L de capacidade com sistema de agitacdo, sendo o material
vegetal submetido a extracdo &cido-base. Para a extracdo aquosa acida utilizou-se solucao de
acido cloridrico 0,05 M até atingir o pH 2 e deixada em maceragéo pelo periodo de 24 horas.
Em seguida, o material foi submetido a filtragdo e o filtrado obtido foi alcalinizado até pH 10,
utilizando-se hidréxido de sodio 6,0 M. Apds 24 horas houve formacéo de precipitado, o qual
foi separado por decantacdo. O precipitado foi centrifugado e posteriormente seco em estufa a
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45°C. O precipitado seco foi triturado em moinho de facas e suspenso em etanol, seguido de
filtracdo. O filtrado, extrato alcaloidico, constituido majoritariamente dos glicoalcaloides, foi

concentrado em rotaevaporador a vacuo e liofilizado.

5.3 Isolamento e andlise dos glicoalcaloides

5.3.1 Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)

Para as CCDC utilizou-se como adsorvente silica gel 60 GF2s4 (Merck) (art 107730). As
placas utilizadas apresentavam espessura de 0,25 mm. A fase mdvel utilizada para eluicdo foi
AcOEt: MeOH: H>O: NHsOH (63: 40: 2: 0,5) e revelada com Dragendorff (revelador

especifico para alcaloide).

5.3.2 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP)

A cromatografia em camada delgada preparativa foi realizada segundo Tiossi et al.
(2014) com algumas modificacBes. O extrato alcaloidico (20 mg), solubilizado em metanol
foi aplicado em uma placa preparativa com adsorvente silica gel 60 PFzss (Merck) (art
107730). As placas utilizadas apresentavam espessura de 0,5 mm.

A eluicdo foi realizada com a fase mével desenvolvida para CCDC, AcOEt: MeOH:
H>O: NH4OH (63: 40: 2: 0,5). O experimento foi realizado em temperaturas, aproximadas, de
20°C (sala climatizada). Apds a eluicdo as placas foram secas e posteriormente reveladas com
vapor de iodo e as bordas com anisaldeido.

O processo foi repetido por inimeras vezes. A extracdo dos compostos da silica foi

realizada pela adicdo de MeOH: AcOEt (9:1) e sonicador por 10 minutos.

5.3.3 Analise do extrato alcaloidico por CLAE

Para a andlise do extrato e dos glicoalcaloides por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) utilizou-se as seguintes condicfes analiticas de acordo com o trabalho
realizado por Tiossi et al. (2014), modo isocratico de eluigdo utilizando fase movel
constituida de ACN: tampdo fosfato 0,01M (35:65); vazdo de 1 mL/min; 20 uL de injecdo e
tempo de eluicdo de 20 min. A coluna empregada foi a Zorbax SB-C18 (Agilent), com
dimensGes de 4,6 x 250 mm e particulas de 5 um. O comprimento de onda utilizado foi de
200 nm.
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5.3.4 Analise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) dos compostos isolados

Os espectros de RMN foram registrados em espectrémetro Brucker — Avance DRX
400, operando a 500 MHz para obtencdo do espectro de hidrogénio (1H), COSY, HMBC e
HMQC. Utilizou-se MeOH-d6 (Merck) para solubilizacdo dos compostos isolados. Os dados
foram obtidos no Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeiréo Preto — USP.

5.4 Compostos testados nos ensaios biologicos

Foram testados os glicoalcaloides purificados de S. lycocarpum solamargina (SM),
solasonina (SS) e solasodina (SD), além da a-solanina (SN) adquirida pela Sigma-Aldrich. O
controle positivo utilizado nos ensaios antifungicos foi a anfotericina B. Para 0s ensaios de
citotoxicidade e genotoxicidade foram utilizados como controle positivo a doxorrubicina
(DXR). Os compostos naturais e os controles foram diluidos em DMSO, que foi utilizado
como controle do solvente, de modo que a concentracdo final maxima nao excedesse 0,5%
(Tabela 1).

Tabela 1. Glicoalcaloides testados nos ensaios

Glicoalcaloides Formula linear  Peso Molecular (Da) Sigma
Solamargina Css5H73NO16 884,05 -
Solasonina Cs5H73NO1s 868,06 -
Solasodina (aglicona) C27H43NO2 414,33 -
a-solanina Cs5H73NO15 868,06 157589

5.5 Atividade anticancer
5.5.1 Cultura de células
5.5.1.1 Linhagens celulares

Foram utilizadas células de fibroblastos de camundongo (3T3) e de adenocarcinoma
mamario humano (MCF-7), gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Enilza Espreéafico
(Laboratorio de Biologia Celular e Molecular, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-SP) e
a linhagem U-343 MGa (glioblastoma multiforme humano) cedidas pela Profa. Dra. Elza
Tiemi Sakamoto-Hojo (Departamento de Genetica da FMRP-USP).
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5.5.1.2 Cultivo e subcultivo

Todas as linhagens celulares foram cultivadas em meio DMEM em garrafas de 25 cm?a
75 ¢cm?, na concentracdo inicial de 2,5x10* células/cm?. O meio de cultura foi suplementado
com soro fetal bovino (SFB) a 10%. Para evitar contaminagdes microbianas, foram utilizados
os antibidticos penicilina, estreptomicina e canamicina, todos a 1 pg/mL. Além disso,
eventualmente, foram utilizados ampicilina (1 pg/mL), ciprofloxacina (0,25 pg/mL) e

anfotericina (0,5 pg/mL).

5.5.1.3 Condicdes gerais de cultivo e repique

As referidas linhagens celulares foram alimentadas com meio de cultura (DMEM) e
incubadas em estufa em condic¢des padrdes (5% de CO2 a 37°C), de 3 a 5 dias, com eventual
substituicdo de meio e/ou aplicacdo de antibidticos. Com a formacdo de uma monocamada
aderente, as células foram destacadas das garrafas diante de lavagem por solucdo Hank’s
seguida da aplicacdo de tripsina, e incubacdo em estufa por 3 a 5 minutos. Foram realizados

repiques para multiplicacdo e estoque das linhagens.

5.5.1.4 Solucédo de Hanks’

Para o preparo da solucdo de Hanks’, foram preparadas duas solucdes separadamente.

Para a primeira solucdo, foram pesados em balanca analitica 0,4g de KCI, 0,06g de
KH2POs, 0,049 de NaH2POs, 0,35g de NaHCOs e 8g de NaCl. Em seguida, foram dissolvidos
em 500 ml de &gua deionizada.

Para o preparo da segunda solucdo, foi necessario pesar em balanca analitica 1g de
Dextrose anidra que foi dissolvida em 500 ml de agua deionizada. A seguir, as solugbes foram
autoclavadas por 15 minutos separadamente para ndo acidificar a dextrose.

Apos o resfriamento, as duas solucbes foram reunidas em um Unico frasco em ambiente
estéril. O frasco foi incubado em estufa a 37°C por 24 horas como teste esterilidade da

solucdo, e apds o periodo de incubacéo foi armazenada a 4°C.

5.5.1.5 Descongelamento das linhagens

Os criotubos das linhagens foram descongelados a temperatura ambiente, de modo a
ndo provocar estresse. Posteriormente, o conteudo dos criotubos foi transferido a tubos de

centrifuga de 15 mL esterilizados e o volume foi completado para 10 mL com o meio de
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cultura DMEM sem SFB. A seguir, os tubos de 15 mL foram centrifugados a 800 x g, por 10
minutos, para sedimentacdo celular. Ap6s a remocdo do meio, cada sedimentado foi
ressuspenso em uma garrafa de 25 cm? ou 75 cm? e, nestas, foram acrescentados volumes de 5
a 15 mL do meio de cultura. Tal procedimento foi cumprido com o objetivo de descartar

residuos do DMSO presentes inicialmente no estoque.

5.5.1.6 Estoque

Para o estoque, as células foram tripsinizadas e transferidas para tubos de centrifuga de
15 mL estéril, com posterior centrifugacdo a 800 x g, por 5 minutos. Apos descartar a tripsina,
cada sedimentado celular foi ressuspenso, em banho de gelo, em 900 pL de SFB ainda em
tubo de centrifuga, e adicionado a criotubos para que, depois, fosse acrescido de 100 pL do
agente crioprotetor, DMSO. Em seguida, os estoques foram armazenados a -20°C durante
uma hora, mantidos no congelador a -80°C por 24 horas, e finalmente transferidos para o

botijao de nitrogénio liquido -196 °C.

5.5.2 Ensaios de viabilidade celular
5.5.2.1 Ensaio com MTT

Para os ensaios de citotoxicidade foi empregado o teste colorimétrico do brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT) que se baseia na atividade metabdlica
mitocondrial da enzima succinato desidrogenase que reduz os sais de tetrazdlio (MTT) em
cristais de formazan (HANSEN; NIELSEN; BERG, 1989).

Apbs o periodo de cultivo nas condi¢bes anteriormente descritas, as células foram
destacadas das garrafas utilizando tripsina e a seguir foram contadas em hematimetro no
microscopio invertido com contraste de fase (Labomed) para a utilizacdo de uma
concentracdo de 2,5x10* células/poco em placas de 96 pocos.

As células foram cultivadas em meio DMEM e foram mantidas na estufa de CO; por 24
horas para adesdo nas placas de ELISA. A seguir o meio de cultura foi removido e adicionado
meio fresco. Os glicoalcaloides (Tabela 1) foram dissolvidos em DMSO 0,5% em triplicata no
volume de 200 pL\poco. Foram realizados experimentos-piloto testando apenas quatro
concentragOes dos glicoalcaloides (57, 28, 11 e 6 pM) para estimar quais seriam as mais
adequadas para padronizacdo da triagem. Na mesma placa e em triplicata também foram

realizados os controles do experimento. O meio de cultura DMEM conténdo 10% de SFB e
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DMSO a 0,5% foi usado como controle do solvente. O meio de cultura DMEM com SFB na
concentracdo de 10% representou o controle celular. Além disso, a substancia doxorrubicina
(DXR) a 1,38 uM foi utilizada como controle positivo de citotoxicidade. Logo as placas
foram incubadas em estufa de CO durante 48 horas.

Apds o tratamento de 48 horas, o meio de cultura foi retirado e foram acrescentados em
cada poco, 200 pL de meio fresco e mais 20 pL de MTT na concentracdo de 5 mg/mL
previamente dissolvido em solu¢do de Hanks’. As placas foram incubadas na estufa por 4
horas e a seguir foram centrifugadas (1800 x g, por 5 minutos) até que os cristais de formazan
sedimentassem. Em seguida, o sobrenadante foi removido e 200 pL de DMSO concentrado
foram aplicados em cada poco para a dissolucdo do produto (formazan). A placa foi
submetida a ambientacdo, novamente em estufa, por 30 minutos a 1 hora. Ap6s o periodo, a
absorbancia das placas foi lida em espectrofotometro de ELISA (Thermo-Plate TP reader) no
comprimento de onda de 550 nm, para avaliacdo da viabilidade celular. Os ensaios foram

realizados no minimo em trés experimentos independentes.

5.5.2.1.1 Analise estatistica do MTT

A citotoxicidade foi calculada, conforme Szliszka et al. (2010), pela formula:
“Porcentagem de citotoxicidade = [1 — (absorbancia do poco experimental/absorbéancia do
poco controle negativo)] x 100”. Dos resultados obtidos, foram feitas analises de varidncia
(ANOVA) por teste de média Scott-Knott (p=0,05), para cada linhagem, considerando todos
os tratamentos, inclusive os controles. Também foram determinadas as concentracdes
inibitdrias de 50% do desenvolvimento celular (1Cso), além de outras concentragdes abaixo e
acima do ICso dos tratamentos para cada tipo celular através do gréfico gerado pelas médias
estimadas da andlise de regressédo linear e quadratica (R?=1). Toda analise foi realizada pelo

software Sisvar.

5.5.2.2 Ensaio de LDH para avaliar integridade da membrana plasmatica celular

A LDH ¢é uma enzima citoplasmatica estavel em células viaveis, um aumento de LDH
no meio de cultura indica dano na membrana celular. Deste modo, a técnica é baseada na
reducdo de NAD, cofator na conversdo de lactato a piruvato pela LDH, sendo o NADH
resultante transformado em um sal de tetrazolio, composto que denota atividade da LDH

colorimetricamente. Assim a atividade enzimatica é quantificada a fim de fornecer um valor
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respectivo a liberacdo de LDH no sobrenadante consequente de danos e/ou permeabilizacao
da membrana (LEGRAND et al., 1992).

O efeito dos glicoalcaloides solamargina e solasonina na membrana celular foi avaliado
através do método da enzima citoplasmatica lactato desidrogenase (LDH), pelo kit TOX7
(Sigma-Aldrich), de acordo com o protocolo do fabricante. Para o teste de LDH, inicialmente
as linhagens celulares MCF-7 e U-343 foram cultivadas em placas de 96 po¢os na
concentracdo de 3x10* células/poco e incubadas em estufa de CO; por 24 horas. A seguir, 0s
glicoalcaloides foram adicionados nas células na concentracdo do 1Csg respectivo para cada
linhagem celular. Sendo 13,30 uM de solamargina e 14,57 uM de solasonina para linhagem
MCF-7 e para a linhagem U-343 foi utilizada concentracdo de 12,94 uM de solamargina e
13,68 UM de solasonina. Alem disso, as células foram tratadas com o controle negativo (meio
de cultura com 10% de SFB), controle positivo (Triton X-100 & 1%) e todos os ensaios foram
incubados por 48 horas em estufa de CO, a 37C°.

Depois dos tratamentos, as placas foram centrifugadas a 250 x g por 5 minutos a fim de
sedimentar as células e assim, foram recolhidos 50 uL do sobrenadante de cada amostra e
transferidos a novas placas. Nestas, foram adicionados 100 pL/po¢o de uma mistura contendo
trés reagentes do kit TOX7 no mesmo volume: solucédo de substratos, preparacao de cofatores
e solucdo corante. As placas foram cobertas com material opaco para proteger da incidéncia
direta de luz e incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos. A reacao foi finalizada pela
adicdo de 20 pL de HCI 1N em cada pogo. Em seguida, foram determinadas as absorbancias
dos ensaios por meio de leitor universal de microplacas (ELx 800 UV Bio-Tek instruments,
Inc.) a 490 nm.

5.5.2.2.1 Analise estatistica do LDH

Dos valores de absorbancia foram feitas médias, as quais foram utilizadas para o calculo
da equagdo: “Porcentagem de LDH liberado = [(média de absorbancia de pogos teste - média
de controle negativo) / (média de controle positivo - média de controle negativo)] x 1007,
segundo Grosse et al. (2013). Cada experimento foi realizado ao menos duas vezes, em
triplicata de pocos. As porcentagens de liberacdo de LDH, dos tratamentos, calculadas para as
linhagens MCF-7 e U-343, com as duas drogas, foram submetidas a analise de variancia pelo

teste de Scott-Knott, com nivel de significancia de 0,05.
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5.5.2.3 Ensaio de genotoxicidade pelo teste Cometa

Os desenhos experimentais do estudo do cometa foram direcionados para avaliar a
genotoxicidade dos glicoalcaloides solamargina e solasonina frente a trés tipos celulares: as
linhagens tumorais U-343 e MCF-7 e a linhagem normal 3T3. A partir do teste do cometa, ou
eletroforese em gel de célula Unica, é possivel detectar danos ao DNA, tanto quebras simples
quanto de dupla fita, provocados por agentes quimicos, por exemplo (COLLINS et al., 2004,
2008). Este método foi empregado seguindo o protocolo adaptado de Collins et al., (1995) e
Olive; Banath (2006).

Primeiramente, as linhagens na concentragdo de 2,5x10° células/pogo foram incubadas
nas placas de 24 pocos com meio de cultura DMEM (1 mL/poco), e incubadas por 24 horas.
Depois deste periodo, o meio foi descartado, e as células, aderidas aos pocos, foram
submetidas a tratamentos de 6 horas com os glicoalcaloides nas concentragdes do ICso
estimada no ensaio com MTT e mais trés concentragcdes abaixo do ICso. Sendo, (12,94 uM;
6,47 uM; 3,23 UM e 1,62 UM de solamargina e 13,68 uM; 6,84 uM; 3,02 uM e 1,05 uM de
solasonina) para linhagem U-343, (13,30 uM; 6,65 uM; 3,32 uM e 1,7 uM de solamargina e
14,57 uM; 7,3 uM; 3,64 uM e 1,8 uM de solasonina) para linhagem MCF-7 e (13,48 uM,;
6,74 uM; 3,37 uM e 1,68 UM de solamargina) e (19,75 uM; 9,87 uM; 4,94 uM e 2,5 uM de
solasonina) para linhagem 3T3. Além disso, foi utilizado o meio DMEM com 10% de SFB,
como controle celular, o controle do solvente (DMSO a 0,5% no meio DMEM) e controle
positivo de genotoxicidade (doxorrubicina a 1,38 uM).

Posteriormente, as células foram removidas das placas com o auxilio de micropipetas e
tripsina, e cada tratamento foi transferido a um microtubo de 1,5 mL. Em seguida, os tubos
foram centrifugados a 800 x g, por 5 minutos, para obtencdo de sedimentados celulares, 0s
quais foram ressuspensos com 200 pL de gel de agarose de baixo ponto de fusdo a 0,5% e
aplicados em laminas previamente cobertas por gel de agarose a 1,5%. A seguir, as laminas
foram incubadas em geladeira até a solidificacdo e, entdo, imergidas em tampao de lise (1%
de Triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL de solucéo de lise) por 20 minutos.

Ap6s o periodo de lise das membranas celulares, foi realizada uma eletroforese (25 V e
300 mA) em tampao de pH alcalino > 13 (5 mL de solugdo de EDTA a 200 mM em pH 10,
mais 30 mL de solucdo de NaOH 40%, e agua destilada g.s.p 1 L), por 20 minutos. Na
sequéncia, as laminas foram tratadas com solucdo de neutralizacdo (Tris 0,4M; pH 7,5), por
15 minutos. Depois de as laminas secarem a temperatura ambiente, a fixacdo foi efetivada

com etanol absoluto durante 3 minutos e, por fim, para a coloragao, foram adicionados 50 pL
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de solucdo de brometo de etidio a 20 pg/mL. Em seguida, as laminas foram submetidas ao

microscopio de luz invertida com fluorescéncia para a leitura e classificacdo dos cometas.

5.5.2.3.1 Analise estatistica do ensaio Cometa

Conforme Collins et al. (1995) e Cavalcanti et al. (2008), o indice de danos ao DNA
(ID) foi determinado através da observacdo no microscépio de fluorescéncia e classificacdo
visual dos nucleoides em cinco categorias (Tabela 2), e foi calculado pela seguinte formula:
“ID = (0 x n0) + (1 x nl) + (2 x n2) + (3 x n3) + (4 x n4)”. Onde “n” significa 0 nimero de
células da respectiva classe, com base na tabela 2. Foram efetivados trés experimentos

individuais e cada tratamento foi feito em duplicata e, nestes, foram contadas 100 células.

Tabela 2. Classificacdo dos danos dos cometas e numeros correspondentes (Collins et al,
1995)

NuUmero Nivel de Danos Classificagéo Morfologia celular
Atribuido
0 Sem danos Sem danos, sem cauda de cometa
Dano 0
1 Baixo Cauda inferior ao diametro do
nucleoide
2 Médio Cauda com 1-2 vezes didmetro
do nucleoide
3 Alto Cauda maior que 2 vezes 0
diametro do nucleoide
4 Dano total Somente cometas, sem
nucleoide
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5.5.3 Citometria de fluxo

Para os ensaios de apoptose e ciclo celular, foi utilizado o Citdmetro de fluxo (Becton
Dickinson (BD) Biosciences, FACSCanto Il) do Hemocentro FMRP-USP, sob a superviséo
da pesquisadora técnica Patricia Vianna Bonini Palma. Os kits de citometria de fluxo da BD
Biosciences foram utilizados nos dois meétodos aqui empregados. Os experimentos de
citometria para verificar morte por apoptose foram realizados com as células MCF-7 e U-343.
Jé& para o ensaio de ciclo celular, apenas as células da linhagem MCF-7 foram avaliadas. Para
os dois experimentos de citometria de fluxo as células foram cultivadas por no maximo trés

repiques.

5.5.3.1 Ensaio de apoptose por Anexina V-FITC/PI

Para os experimentos de avaliacdo de inducdo de apoptose pelos glicoalcaloides, foi
empregada a técnica de citometria de fluxo baseada na categorizacdo celular conforme
fluorescéncia ativada (FACS). Para tal, foi utilizado o Kit FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit | (BD Pharmigen™).

Foi analisada a inducdo de apoptose das linhagens U-343 e MCF-7 com diferentes
concentracOes de glicoalcaloides, seguindo-se o protocolo descrito pelo fabricante do kit. A
classificagdo em morte apoptdtica por meio desta técnica se baseia na ligacdo da anexina
conjugada a um fluoréforo (FITC) a proteina marcadora de apoptose fosfatidilserina e na
propriedade intercalante de pares de base do iodeto de propidio (PI). Na analise, a contagem e
classificacao celular é efetivada pelo citbmetro, o qual um emite feixe de luz sob a suspenséo
celular em fluxo. Cada célula, por sua vez, dispersa a luz de uma forma e os fluor6foros
ligados a estas sdo excitados (FITC e Pl). Tais dados relativos a fluorescéncia sdo captados
por detectores do equipamento e entdo processados em valores de porcentagem de células
com e sem fluoréforos (OREGON STATE UNIVERSITY, 2013).

Primeiramente, as linhagens tumorais U-343 e MCF-7 na concentracdo de 2x10°
células/pogo foram cultivadas em placas de 6 po¢os com o meio de cultura DMEM 10% de
SFB (1 mL/pogo), e incubadas em atmosfera contendo 5% de CO2 a 37°C por 24 horas.
Depois deste periodo, 0 meio foi descartado, e as células, aderidas aos pocos, foram
submetidas a tratamentos de 24 horas com o glicoalcaloide solamargina nas concentracdes de
1,50 uM e 12,94 uM (ICzs e 1Csp) e solasonina nas concentracOes de 4,42 uM e 13,68 uM
(IC25 e ICsp) para a linhagem celular U-343. Para a linhagem MCF-7 foram utilizadas
concentracfes de 1,63 uM e 13,30 uM (IC2s e ICso) do glicoalcaloide solamargina e 3,92 uM
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e 14,57 uM (ICxzs e 1Csp) de solasonina, com o controle celular (meio DMEM 10% de SFB) e
0 positivo (doxorrubicina a 1,38 uM).

As etapas seguintes foram realizadas em bancada a temperatura ambiente.

Apo6s 24 horas de tratamento o meio de cultivo foi transferido para em tubo de 15 ml
apos, as células foram lavadas com solucdo de Hanks’ e tripsinizadas, o sobrenadante foi
transferido para 0 mesmo tudo e em seguida foram centrifugados a 1000 rpm, por 5 minutos,
a 5°C. Posteriormente, foi descartado o sobrenadante e as células foram lavadas e
ressuspendidas em solucdo de PBS gelado e novamente foram centrifugadas a 1000 rpm, por
5 minutos, a 8°C. As células foram ressuspendidas em 300mL de Tampéo de ligacdo 1X e 0
conteudo foi transferido para um tubo de citometria e foram mantidos em banho de gelo. O
branco da amostra foi ressupendido em 300 pL de PBS. Em seguida, no momento da leitura
no citdmetro de fluxo, foi adicionado 5 puL de P15 pg/mL e 5 pL de Anexina V em cada tubo

com excecdo do branco.

5.5.3.1.1 Andlise estatistica do ensaio de apoptose com Anexina V-FITC/PI

Conforme Ji et al. (2013), o quadrante 1 demonstra a relagdo anexina V-FITC (-) / PI(-)
que indica as celulas viaveis, no quadrante 2 demonstra a relacdo anexina V-FITC (+) / PI (-)
que indica as células na fase precoce de apoptose (apoptose inicial), nos quandrantes 3 e 4
demonstra a relacdo anexina V-FITC (+) / Pl (+). O quadrante 3 indica que as celulas estdo no
final das fases de apoptose (apoptose tardia) e o quadrante 4 indica que as celulas estdo em
processo de necrose. Estes parametros estdo demonstrados na figura 5. As porcentagens de
células presente em cada quadrante para cada tratamento, calculadas para as linhagens MCF-7
e U-343, foram submetidas a andlise estatistica pelo teste de Scott-Knott, com nivel de

significancia de 0,05.

Figura 5. Andlise da porcentagem de células em apoptose

Q3

10° 100" 102 10° 10%
ANEXINA V FITC

Fonte: Arquivo pessoal
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5.5.3.2 Ensaio de ciclo celular

Como no ensaio de apoptose, a linhagem MCF-7 foi plaqueada em placas de 24 pogos a
2x10° células/pogo e incubada durante 24 horas. Posteriormente, as células receberam
tratamento dos glicoalcaloides nas concentragfes de 1,63 UM e 13,30 uM (IC2s e 1Csp) do
glicoalcaloide solamargina e 3,92 uM e 14,57 uM (IC2s e 1Cso) de solasonina. O meio de
cultura DMEM com 10% de SFB foi utilizado como controle negativo. O tratamento foi por
um periodo de 24 horas. E entdo, seguiram-se os procedimentos para a andlise de ciclo
celular. O ensaio foi realizado em triplicata.

Primeiramente, o sobrenadante de cada poco foi coletado e a seguir as células foram
lavadas com Hanks’ por duas vezes e seguir tripsinizada. Estes volumes foram transferidos
para tubos de 15 mL, os quais foram centrifugados a 400 x g por 5 minutos. Apds a
centrifugagéo, os sobrenadantes foram delicadamente descartados de modo a restar 50 pL
para ndo agredir o sedimentado celular. A seguir, foi aplicado 1 mL de Hanks’ no qual as
células foram suspensas com auxilio de agitador de tubos em baixa velocidade e, entdo, 0s
tubos foram mais uma vez centrifugados nas condi¢gfes anteriormente descritas. Depois, 0
sobrenadante foi descartado, as células foram ressuspensas em mais 1 mL de Hanks’ e
novamente centrifugadas a 400 x g por 5 minutos. Apés esta segunda lavagem, o
sobrenadante foi completamente decantado e seguiu-se a coloragdo com Pl pelo kit
CycleTEST™ DNA reagent (BD).

Em cada tubo, foram aplicados 250 pL de solucdo A e as células foram suspensas sem
agitador, batendo levemente com a médo no fundo do tubo, e esperaram-se 10 minutos de
reacdo a temperatura ambiente. A solucdo A contém tripsina em um tampdo detergente de
espermina tetrahidrocloreto para digestdo da membrana celular e citoesqueleto. Apés a
reacdo, foram adicionados 200 pL de solucdo B, sem descartar a solugdo A. As solucdes
foram misturadas sem auxilio de agitador como relatado anteriormente, e foram aguardados
10 minutos de reacdo a temperatura ambiente. A solucdo B contém inibidor de tripsina,
ribonuclease A e espermina tetrahidrocloreto para inibir o tampao de tripsina e digerir o RNA.
Depois dos 10 minutos reagindo, foram acrescentados 200 pL de solugdo C nos tubos, os
quais foram incubados por 10 minutos na temperatura de 2 - 8°C no escuro. A solugdo C é um
tampdo de espermina tetrahidrocloreto com iodeto de propidio para ligagdo do Pl ao DNA.
Apos a ultima etapa de coloracgdo, as amostras foram mantidas em tubos de citometria no gelo,

protegidas de luz e lidas no citdmetro dentro de menos de 2 horas.
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5.5.3.2.1 AnaAlise estatistica do ensaio de ciclo celular

O ensaio foi realizado em triplicata para cada tratamento. A leitura foi realizada
utilizando-se de um Citémetro de fluxo (Becton Dickinson (BD), FACSCanto II), do
Hemocéntro da USP de Ribeirdo Preto sobre a supervisdo da pesquisadora técnica Patricia
Vianna Bonini Palma. A estatistica aplicada foi a analise de variancia (p<0,05 vs. Controle

negativo), a qual foi realizada individualmente para cada fase do ciclo celular (G1, S, G2/M).

5.5.4 PCR array quantitativo

A RT-gPCR foi aplicada para a anélise da modulacdo da expresséo de genes envolvidos
na inducdo de apoptose desencadeados pelos glicoalcaloides, na linhagem MCF-7. O RNasy
Mini-Kit (Qiagen) e a RNase-free DNase (Qiagen) foram usados na etapa de extracdo de
RNA. A conversio do RNA extraido em cDNA foi feita com o RT? First Strand Kit e a
preparacdo da reagdo com o RT? SYBR® Green ROX™ gPCR Mastermix. O PCR array se
baseia em uma placa de 96 po¢os contendo um arranjo com 84 genes de regulacao positiva e
negativa da apoptose, caspases, receptores de dominio de morte, peptideos relacionados a
danos ao DNA e a sinais extracelulares, proteinas antiapoptoticas e outras relacionadas. Foi
utilizado o kit RT? Profiler™ PCR Array (Qiagen) de formato “A”, contendo os iniciadores

liofilizados relativos aos genes envolvidos na via de inducdo de apoptose humana.

5.5.4.1 Tratamento das células

Com o intuito de obter uma analise mais aprofundada sobre o mecanismo de acao
apoptético dos glicoalcaloides, foi estuda a expressdo génica pela técnica de PCR array frente
aos compostos naturais mais efetivos. Primeiramente, a linhagem celular MCF-7 na
concentracdo de 2,5x10° células/garrafa, foi cultivada por, geralmente, dois a trés repiques.

Em seguida, as células foram tripsinizadas e transferidas a garrafas de 25 cm? (Corning)
na concentracéo de 2,5x10° células/garrafa. Depois de mantidas 24 horas em meio de cultura
nas garrafas, as células receberam tratamento de solamargina e solasonina nas ICso do MTT
(Tabela 5) e de controle negativo (DMEM com 10% de SFB) em experimentos de 6 horas e
24 horas.

Apbs a incubacéo pelos periodos de tempo descritos, iniciou-se a extracdo de RNA.
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5.5.4.2 Extragdo de RNA

A extracdo de RNA foi realizada com o kit RNeasy® Mini (Qiagem), seguindo as
recomendac0es do fabricante. Para tal, foi feita tripsinizacéo e a transferéncia das células de
cada garrafa para tubos de 15 mL que, em seguida, foram centrifugados por 5 minutos 800 x
g. O sedimentado de cada amostra foi ressuspenso numa solu¢do com 350 pL de tampédo RLT
(lise celular) e 3,5 uL de B-mercaptoetanol e, entdo, os tubos foram agitados vigorosamente.
A sequir, foi acrescentado 350 pL de etanol 70% ao lisado e o volume total da amostra foi
transferido & coluna RNeasy Mini Spin com tubo coletor de 2 mL. Os tubos foram
centrifugados a 8000 x g por 15 segundos. Apos descarte do eluido, as colunas foram tratadas
com 350 pL de tampdo RW1 (lavagem) e centrifugadas a 8000 x g por 15 segundos.
Novamente, o liquido foi descartado e seguiu-se uma digestdo enzimatica na coluna (15
minutos a temperatura ambiente) com uma solucdo de 10 pL DNase | com 70 pL de tampéo
RDD. A etapa com o tampédo de lavagem (RW1) foi repetida e, posteriormente ao descarte do
eluido, foi adicionado 500 pL de tampédo RPE na coluna. Em seguida, o tubo foi centrifugado
nas mesmas condicdes anteriores. Este passo foi repetido, porém com centrifugacdo de 2
minutos a 8000 x g. Depois, o tubo coletor de 2 mL foi trocado por um de 1,5 mL, no qual se
eluiu 0 RNA com 30 pL de &gua, centrifugando-se a 8000 x g por 1 minuto. Para verificar a
integridade dos RNAs extraidos, as amostras foram quantificadas no nanofotdmetro P360
(Implen), analisadas pelo bioanalisador 2100 (Agilent) e, por fim, cada tubo foi armazenado a
-80°C.

5.5.4.3 Transcricgao reversa

Primeiramente, foi preparado um “mix para eliminagdo do DNA gendémico” com 0,5 pg
de RNA, 2 uL de tampédo GE e 10 uL de &gua, por reagdo. Tal mistura foi incubada a 42°C
por 5 minutos e, depois, imediatamente armazenada em gelo. Em seguida, para cada uma
destas amostras foi feito um “mix de transcrigdo reversa” com 4 pL de tampao 5X BC3, 1 pL
de controle P2, 2 pL de RE3 transcriptase mix e 3 puL de &gua, totalizando um volume final
de 10 uL, o qual foi misturado ao “mix para eliminagdo de DNA genOomico”. A seguir, esta
solucdo foi incubada a 42°C por 15 minutos e 95°C por 5 minutos. Posteriormente, foram

adicionados 91 pL de agua a esta solucao contendo cDNA.



53

5.5.4.4 Ensaio de PCR array quantitativo

Para o estudo da modulacdo de genes envolvidos da via apoptotica, foram utilizadas
placas de PCR array RT? Profiler™ PCR Array Human Apoptosis (PAHS-012Z7) (Qiagen®),
seguindo instrugdes do fabricante. Essa placa contém 84 genes principais das vias intrinsecas
e extrinsecas de apoptose, aléem de conter controles positivos e negativos de amplificacédo e
normalizadores de reacao.

A reacéo foi realizada com o Kit RT? SYBR Green ROX gPCR Mastermix (Qiagen®).
Para tal, uma mistura de 1350 pL de 2X RT? SYBR Green ROX FAST Mastermix, 102 uL da
reacdo de sintese de cDNA e 1248 pL de agua foi preparada e homogeneizada para cada
amostra. Em seguida, esta solucdo foi transferida a placa de 96 pogos RT? Profiler™ PCR
Array (apoptose humana) com 25 pL/pogo através de uma micropipeta multicanal.

Assim, as placas foram submetidas ao termociclador Mx3005P® (Agilent Stratagene) e,
através do software MxPro, foi executado o programa de SYBR® Green com curva de
dissociacdo, usando ROX como parametro de fluorescéncia passiva, nas seguintes condigdes:

1°Ciclo 95°C 10 minutos }
2° Ciclo 95°C 15 segundos 40 ciclos
3°Ciclo 60°C 1 minuto
4° Ciclo  95°C por 1 minuto; 55°C por 30 segundos; e 95°C por 30 segundos
No ultimo conjunto de ciclos, a fluorescéncia foi medida a cada variacdo de 0,5°C para

coleta de dados da curva de dissociacéo.

5.5.4.5 Analises da expressdo génica por PCR array

Para todas as placas utilizadas no ensaio, os valores estabelecidos como maiores que 35
ou No Cr foram considerados negativos. Para que o nivel de contaminacdo por DNA
gendmico fosse desprezivel a fim de ndo interferir nos resultados, o controle negativo
observado devia apresentar Ct maior que 35 ou No Cr. Por precaucdo, também foi calculado o
ACt da média dos trés controles de transcrigdo reversa subtraida pela meédia dos trés controles
positivos de PCR. Este ACt deveria ser menor ou igual a 5 para que ndo fosse considerada
inibicdo de transcrigdo reversa. E ainda, para um maior controle, a média dos valores de Ct
dos controles positivos de PCR deveria ser 20+2.

Apbs os procedimentos iniciais de controle de qualidade, a analise de expressdo génica
foi realizada com o freeware online RT? Profiler PCR Array Data Analysis v. 3.5 (Qiagen),

usando B-actina como normalizador. Os valores de Ct dos 84 genes de interesse das placas
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experimentais foram comparados aos da placa de controle negativo para estabelecimento do
AACt e fold-change. Para uma interpretagdo mais condizente com a resposta biologica, 0s
nameros de fold-change foram transformados em fold-regulation. Desta forma, os genes
caracterizados como “induzidos” (fold-change > 1) possuem, como fold-regulation, 0 mesmo
valor de fold-change; por outro lado, os genes “reprimidos” (fold-change < 1) tiveram 0s

valores de fold-change convertidos em seus inversos negativos para fold-regulation.

5.6 Atividade antifungica

5.6.1 Avaliacao antifungica dos compostos naturais
5.6.1.1 Linhagens de T. rubrum

Foi selecionado para os testes de atividade antifungica dos compostos o fungo T.
rubrum por ser um fungo causador de micoses de pele, pélo e unha, e ultimamente muitos
trabalhos citam o aparecimento deste em casos de pacientes imunodeprimidos com
freqUéncia. Foram utilizadas duas linhagens, o isolado clinico H6 (depositado no ATCC e que
recebeu a denominagcdo MYA-3108) e a linhagem mutante denominada ATruMDR2 que
apresenta 0 gene AtrD rompido que codifica um transportador do tipo ABC (FACHIN,
2001a) de T. rubrum.

5.6.1.2 Cultivo das linhagens do fungo T.rubrum

O cultivo das linhagens foi realizado segundo os métodos previamente descritos
(FACHIN et al., 1996; 2001b). A linhagem ATruMDR?2 é um transformante da linhagem H6
com o gene TruMDR2 rompido. Esse gene codifica um transportador do tipo ABC, envolvido
na mdaltipla resisténcia a droga, cuja disrupcdo foi realizada através da delecdo de um
fragmento de 135 pbs do gene TruMDR2 e pela insercdo do gene de resisténcia a higromicina
(hygB"), desenvolvido e comprovado por Fachin et al. (2006). O cultivo das linhagens foi

realizado em meio Sabouraud, incubado por 7 dias a 28°C, conforme Fachin et al. (1996).

5.6.1.3 Manutencéo das linhagens do fungo T. rubrum

Para repiques periodicos, o isolados ATCC MYA-3108 (linhagem selvagem H6) foi
inoculado em placas de petri contendo meio agar Sabouraud, a linhagem ATruMDR2 foi
mantida em meio agar Sabouraud acrescida de 400 pug/ml de higromicina e mantidas em

estufa a 28°C por um periodo de 7 dias.
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5.6.1.4 Determinacdo da concentracéo inibitoria minima

O ensaio foi realizado através de uma adaptacdo do protocolo M-38-P, 2002 do
National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2002 (NCCLS). A formacgédo de
conidios foi induzida pelo crescimento das linhagens selvagem (H6) e mutante ATruMDR2
em placas de meio Sabouraud a 28°C por cerca de 15 dias.

Ap0s o periodo de crescimento, o micélio foi colhido com o auxilio de uma espatula
estéril e colocado em 5 mL solugdo salina 0,9%, misturado para a liberacdo dos conidios,
seguido de uma filtragem em funil com 14 de vidro. O filtrado resultante foi transferido para
um tubo estéril, sendo sua densidade éptica determinada entre 0,125 nm — 0,155nm de
absorbancia, o que corresponde a 70-72% de transmitancia, em um comprimento de onda de
530 nm. Essa suspensdo foi diluida 1:50 em meio RPMI-1640 (LGC). Os testes foram
realizados em triplicata em placas contendo 96 pogos fundo em “U”. As concentragdes dos
compostos naturais testadas foram de 25 pg/mL, 12,5 pug/mL, 6,25 pg/mL, 3,12 pg/mL, 1,56
pg/mL, 0,78 pg/mL, 0,39 pg/mL, 0,19 pg/mL, 0,097 pg/mL e 0,048 pg/mL. Os testes de
susceptibilidade foram realizados em trés experimentos independentes. Controle negativo de
crescimento (meio RPMI-1640 e in6culo) e testes de esterilidade (meio RPMI-1640) foram
incluidos para cada ensaio, e para cada linhagem, da mesma forma, foi realizado controle do
solvente utilizado (DMSO e meio RPMI-1640). As placas foram incubadas a 28°C e
examinadas apds 7 dias. A CIM (concentracao inibitéria minima que inibe o crescimento
macroscopico do fungo) foi determinada ap6s decorridos os 7 dias de incubagdo. Como
controle positivo, foi utilizado a anfotericina - B.

5.6.1.5 Teste de determinacéo da concentragdo fungicida minima (CFM)

Foi realizado o teste de determinacdo da concentracdo fungicida minima (CFM) dos
compostos naturais a fim de verificar os resultados obtidos na CIM. Para tal, 0 meio de
cultura das concentracbes que apresentaram inibicdo do fungo para cada composto foi
estriado em placas de petri contendo meio sélido Sabouraud. Em seguida as placas foram
incubadas a 28°C e examinadas ap0s 7 dias para verificar se 0s compostos naturais
apresentam propriedade fungicida ou fungistatica para o fungo T. rubrum nas concentragdes
do CIM e acima do CIM.
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5.6.1.6 Teste de regeneracao de protoplastos

Esse teste foi realizado de acordo com Fachin et al. (2006) e para tanto, foram utilizadas
2 placas de fungo crescidas por 7 dias. Essas placas foram inoculadas em 100 mL de meio
Sabouraud liquido e submetidas a uma forte agitacdo (200 rpm) por 12-16 h a 28°C. Em
sequida, a cultura foi filtrada em funil de buchmer sobre condicGes esteréis e a seguir o
micélio foi transferido para outro erlenmyer com 30 mL de solucdo litica contendo 600
mg/mL de Glucanex (lisoenzymes) (Sigma Aldrich®) e foi, novamente, incubado a 28°C em
agitacdo lenta (120 rpm) até que se obtivessem os protoplastos; o tempo para a formacéo dos
protoplastos foi em torno de 5 h e, a partir de 4 h, foram feitas laminas preparadas com 100
uL da solucédo de protoplasto para monitorar o aparecimento dos mesmos. Uma vez obtidos 0s
protoplastos, estes foram filtrados em 1a de vidro esteril e centrifugados (Baby®, mod. 206)
por 10 min a 4000 rpm. Em seguida, os protoplastos foram ressuspendidos em 1 mL de
tampdo Tris—HCI e contados em hematimetro. A concentracdo obtida foi diluida para uma
concentracdo final de 10* protoplastos/mL.

O meio de regeneracdo foi o MMS (Meio Minimo com Sacarose) e, ha composi¢do
“Bottom Agar” no pH de 6,8 e também foi testado no pH 9,0, foram adicionadas as drogas em
uma concentracdo de 2x CIM, CIM e % CIM. Enquanto aguardava-se a solidificacdo das
placas de “Bottom Agar” com as drogas, 0 meio MMS “Top Agar” foi incubado a 50°C e, em
seguida, 100 pL dos protoplastos foram adicionados em 4 mL de meio MMS “Top Agar”
previamente aquecido, sendo esta mistura de protoplastos + “Top Agar”, subsequentemente,
vertida sobre as placas recém preparadas de “Bottom Agar”. As placas foram incubadas por 7
dias a 28°C. A drogas utilizadas foram: solamargina, a- solanina, solasonina e anfotericina-
B, esta ultima foi utilizada como controle positivo. N&o foi realizado teste de regeneracao de
protoplasto para o composto solasodina pois este ndo apresentou atividade antifungica. O
controle negativo foi constituido do meio sem adicdo de drogas. O experimento foi realizado

em triplicata para as linhagens selvagem H6.

5.6.1.7 Determinac&o do nivel de ergosterol

Apos a obtengdo da CIM dos compostos naturais, 0 micélio da linhagem H6 cultivado
em placa Sabouraud por cerca de 7 dias, foi inoculado em 50 mL de meio Sabouraud liquido e
mantido a 28°C, com agitacdo de 200 rpm, por um periodo de 24 h. Em seguida, o micélio foi
filtrado em funil de Buchner, em condigdes estéreis, sendo esse micélio, posteriormente,

transferido para 20 mL de meio Sabouraud acrescido das drogas testadas na concentracdo da
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CIM. O controle negativo constituiu-se do meio livre de drogas. O micélio transferido para
esse novos meios foi incubado por 48 horas, nas mesmas condi¢c6es descritas acima.

A extracdo do ergosterol foi conduzida de acordo com metodologia previamente
descrita por Arthington-Skaggs et al. (1999) com algumas modificacGes. Apos o periodo de
incubacdo do micélio com as drogas, procedeu-se uma filtracdo em funil de Bilchner e houve
a transferéncia do micélio seco para frascos de 50 mL. Em seguida, foi adicionado ao micélio
30 mL de &gua ultra pura e centrifugados por 10 minutos a 5000 rpm. A &gua foi descartada e
o pellet foi submetido a extracdo. Para extrair os esterdis foram adicionadas 3 mL de uma
solucdo de hidroxido de potassio 25%, com subsequente incubacdo por 1 h a 85°C. Apds a
incubacdo, os tubos foram resfriados a temperatura ambiente por cerca de 20 minutos e,
posteriormente, acrescentaram-se 3 mL de n-heptano (Synth®) e 1 mL de &gua ultra pura,
seguidos por uma agitagédo vigorosa por 3 min. A fase orgénica (heptano) foi transferida para
um novo frasco de 2 mL, e as amostras foram preparadas para analise em etanol absoluto, em
uma concentracdo de 20% (200 pL dos esterois extraidos em 800 L de etanol). As amostras
foram levadas a um espectrofotometro de absor¢do molecular para a realizacdo da varredura
de comprimento de onda entre 220nm-300nm. A presenca de ergosterol e de sua substancia
intermediaria dehidroergosterol (DHE) resultou em um espectro de absorc¢do caracteristico de
4 picos (Figura 6- A e B).

Figura 6. Curva analitica de ergosterol (A) e espectro de absorcéo de ergosterol (B).
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Para determinar a concentracdo de ergosterol, foi preparada uma curva analitica de

ergosterol (Sigma Aldrich ®), com 5 padrdes (1 pg/mL, 2,5 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL e 15
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pg/mL) representado na Figura 6- A. A partir da curva, foi obtida a equacgéo da reta, a qual foi
utilizada para a determinacdo da concentracdo das amostras.

De acordo com Arthington-Skaggs et al. (1999), o ergosterol e seu composto
intermediério (DHE) apresentam méximos de absor¢do no comprimento de onda de 281,5 nm,
enquanto, somente, o DHE apresenta maximo de absor¢cdo no comprimento de onda de 230
nm. Levando isso em consideracao, o valor de absorbancia em 281,5nm foi subtraido do valor
de absorbéncia obtido em 230nm, exclusivo da substancia intermediaria. Apos isso, o valor
resultante foi usado na equagéo da reta, anteriormente mencionada.

Equacédo da Reta:
y=0,0272x + 0,0143

Na qual: y consistia do valor resultante da diferenga entre absorbancia obtida em 281
nm e aquela obtida em 230 nm é x, o valor que representa a concentracdo de ergosterol na

amostra em questao.
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6. RESULTADOS
6.1 Extracéo e purificagédo dos extratos do fruto de S. lycocarpum.

6.1.1 Desenvolvimento de fase mdvel para Cromatografia em Camada Delgada
Comparativa (CCDC)

A eluicdo da CCDC com fase movel AcEOt: MeOH: H20: NH4sOH (63:40:2:0,5) v
possibilitou maior resolucdo das substancias, inclusive de outros compostos minoritarios.
Neste experimento foram determinados os Rfs da solamargina (0,625) e da solasonina
(0,407).

6.1.2 Cromatografia de Camada Delgada Preparativa (CCDP)

Apos eluicdo das placas e revelagdo com vapores de iodo os Rfs obtidos para solasonina
e solamargina foram, 0,385 e 0,576, respectivamente.

O rendimento a partir de 15 mg do extrato alcaldidico aplicado na placa foi de 9,3% (1,4
mg) para solamargina e de 15% (2,25 mg) para a solasonina.

Ap0s obter os compostos de interesse majoritarios foram purificadas por CLAE preparativa.

6.1.3 Analise do extrato alcaloidico por CLAE

O método analitico utilizado em CLAE permitiu a separacdo dos dois glicoalcaloides
de interesse: solamargina e solasonina, como pode ser observado na injecdo do extrato

alcaloidico contendo majoritariamente os dois glicoalcaloides (Figura 7).

Figura 7. Perfil cromatogréfico dos compostos submetidos & CLAE preparativo. (A)
Solasonina (Tr=9 min) e (B) Solamargina (Tr= 12 min).
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Fonte: Mariza de Abreu Miranda (FCFRP-USP) (2013).
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6.1.4 Analise por ressonancia magnética nuclear dos compostos isolados

A caracterizagdo dos compostos isolados foi realizada através da aquisicdo dos
espectros de RMN mono e bidimensionais. As andlises foram realizadas pela aluna de
doutorado M.S Mariza de Abreu Miranda no laboratdrio de farmacognosia da FCFRP-USP,
qguando esta estava realizando mestrado estudando os mesmos glicoalcaloides extraidos de S.
lycocarpum estudados no presente trabalho, assim os dados obtidos além da discusséo
realizada, foram aproveitados neste trabalho. Assim, os espectros de RMN bidimensionais,
HMQC, HMBC e COSY, mostram as correlacdes entre hidrogénios e carbonos ligados
diretamente, hidrogénios e carbonos distantes em ate trés ligacOes, e hidrogénios acoplando
com hidrogénios vizinhos, respectivamente (SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2007).
Desta forma, as estruturas puderam ter sua identidade confirmada com base em informacdes
obtidas por essa técnica.

Os espectros de RMN de hidrogénio obtidos para a solasonina (SS) e solamargina
(SM) encontram-se nos apéndices 1 e 6, respectivamente. Os apéndices 5 e 10 representam 0s
mapas de contorno HMQC, da SS e SM, respectivamente.

Os dados da tabela 3 mostram os valores obtidos neste trabalho para os deslocamentos
quimicos de hidrogénio e carbono do nucleo esteroidal dos compostos isolados. Estes dados
encontraram-se de acordo com os descritos na literatura (PURI, WONG, 2003; ZHAH, et al.,

2007) para a RMN de hidrogénio e para os espectros bidimensionais.



Tabela 3. Dados de RMN *H (500 MHz; CDsOD, & 1H (multiplicidade) e HMQC
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0]
Posigao 6 'H obtidos 6 H literatura ®° BCc/HMQC
dos atomos
obtidos
1 1,09; 1,88 (q) 1,00; 1,80 ® 38,64
2 1,49; 1,79 (m) 1,40; 1,78° 32,41
3 3,38 (M) 3,52 (M) & 3,425 72,52
4 2,21; 2,16 (t) 2,16; 2,24° 43,02
5 ] - 142,54
6 5,32 (dd) 5,35 (dd) 2; 5,32 b 122,33
7 1,59; 1,69 (q) 1,48; 1,57° 34,52
8 1,61 (M) 1,58 b 30,85
9 0,98 (q) 0,90 51,53
10 - - 36,57
11 1,57; 1,58 (m) 1,48; 1,51° 22,14
12 1,78; 1,22 (q) 1,68; 1,10° 41,07
13 - - 40,45
14 1,17 (q) 1,02° 57,87
15 1,32; 2,01 (q) 1,25; 1,95 b 33,30
16 4,34 (q) 4,38 (q) & 4,20 ° 80,87
17 1,84 (t) 1,65° 64,02
18 0,82 (s) 0,81 (s) # 0,75 ° 16,97
19 1,02 (s) 1,03 (s)®; 0,95 P 20,00
20 1,97 (m) 1,81° 42,87
21 0,94 (d) 1,01 (d) % 0,88° 15,52
22 - - 98,25
23 1,65 (t) 1,56 b 32,93
24 1,30; 1,41(m) 1,35; 1,55 P 30,43
25 1,48 (m) 1,48 ° 31,34
26 2,56; 2,65 (1) 2,68 (M) & 2,54; 48,00
2,58°
27 0,85 (d) 0,86 (d) % 0,80° 19,76

o (ppm), s (singleto), t (tripleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), q (quarteto), m (multipleto) 2
ZHAH et al, 2007, " PURI; WONG, 2003
Fonte: Mariza de Abreu Miranda, 2013
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O nucleo esteroidal dos compostos isolados possui quatro metilas. Estas estdo ligadas
aos carbonos C-13, 10, 20 e 25. As metilas 18 e 19 estdo ligadas a carbonos quaternarios, ou
seja, elas ndo apresentam hidrogénios vizinhos capazes de produzirem desdobramentos e sdo
identificadas no espectro de RMN de hidrogénios por singletos, em ¢ 0,82 e 6 1,02,
respectivamente. Porém, as metilas 21 e 27 estdo ligadas a carbonos terciarios possuindo um
hidrogénio vizinho que desdobra em sinais de dubletos em ¢ 0,94 e ¢ 0,85 ppm,
respectivamente. Na figura 8, ilustra-se o nlcleo esteroidal dos heterosideos alcaloidicos com
suas correlagdes *H -13C e acoplamentos *H -!H.

Figura 8. Nucleo esteroidal e correlagbes observadas HMBC e acoplamentos observados em
COSY.

Fonte: Mariza de Abreu Miranda, 2013

N&do foi possivel discernir entre os sinais das cadeias de acUcares presentes na
solasonina e solamargina no espectro de hidrogénio, uma vez que houve sobreposicdo desses.
Pela expansdo dos espectros de hidrogénio nas regibes de 6 3,4 a 4,6 ppm para a solasonina
(Apéndice 2) e solamargina (Apéndice 7) observam-se sinais dos agucares ligados

Com intuito de se observar diferencas entre os agucares dos heretosideos alcaloidicos,
SS e SM, também foram obtidos os mapas de contorno de COSY (Apéndice 3 e 8) e de
HMBC (Apéndice 4 e 9), respectivamente. No entanto, os dados fornecidos por essas analises
ndo foram suficientes para a diferenciagdo das cadeias de agucares correspondente a cada

heterosideo devido a sobreposicéo de sinais.
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6.2 Atividade anticancer

6.2.1 Determinacdo da atividade citotoxica e genotoxica dos glicoalcaloides
6.2.1.1 Ensaio com MTT- Citotoxicidade

Inicialmente foi realizado uma triagem da atividade citotoxica dos glicoalcaloides por
48 horas utilizando varias linhagens tumorais. As linhagens tumorais de cancer de mama
(MCF-7) e astrocitoma cerebral (U-343) foram as que apresentaram melhores resultados.
Além disso, devido a sua incidéncia e agressividade foram utilizadas nos proximos ensaios
para caracterizacdo dos mecanismos de acdo e avaliacdo de genotoxicidade. Nas figuras 9, 10
e 11, estdo expostos os percentuais de citotoxicidade do controle do solvente (DMSO a 0,5%)
e positivo (doxorrubicina a 1,38 uM) contra as linhagens tumorais MCF-7, U-343 e a
linhagem normal 3T3, além do porcentagem de morte celular das linhagens nas diferentes
concentracbes dos glicoalcaloides. Em relacdo aos controles, a doxorrubicina apresentou
maior citotoxicidade para a linhagem 3T3 (63,12% * 1,25), j& a linhagem MCF-7 apresentou
menor susceptibilidade ao controle positivo (39,68% + 9,08). Para a linhagem U-343 a
doxorrubicina apresentou citotoxicidade no valor de 46,75% + 2,45. Quanto ao controle do
solvente, a concentracdo do solvente utilizada ndo apresentou citotoxicidade significativa nas
linhagens testadas. As taxas de citotoxicidade celular do controle do solvente variaram entre
1,35% + 0,21 & 1,19% + 0,023 para as linhagens U-343 e MCF-7 respectivamente. Para a
linhagem 3T3 o solvente apresentou valor de citotoxicidade de 1,27% + 0,8.

A solamargina na concentracdo de 57uM foi muito efetiva contra as linhagens tumorais
U-343 (astrocitoma cerebral) e MCF-7 (cancer de mama) com valores de citotoxicidade de
92,88% * 551 e 92,31% + 5,66 respectivamente. Além disso, a solamargina foi o
glicoalcaloide que apresentou maior citotoxicidade para a linhagem normal 3T3 (90,66% =+
4,72) na maior concentracdo testada comparando com os resultados obtidos pelos outros
glicoalcaloides. A solasonina (57 uM) foi efetiva contra as linhagens U-343 (92,55% + 5,12)
e MCF-7 (89,15% + 4,44) e apresentou menor citotoxicidade para a linhagem normal
(68,45% + 3,45). O glicoalcaloide comercial a-solanina também apresentou citotoxicidade
contra as linhagens testadas, sendo mais citotoxico para a linhagem tumoral MCF-7 na maior
concentracdo testada (57 uM) apresentando valor de citotoxicidade de 93,223% =+ 1,145,
porém apresentou menor citotoxicidade para a linhagem normal 3T3 (65,65% =+ 5,19)
comparando com os resultados obtidos pelos outros glicoalcaloides. Concluindo, a

solamargina foi mais citotoxica para todas as linhagens. A a-solanina é mais citotoxica para
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linhagem MCF-7 e menos citotdxica para linhagem 3T3. A solasonina apresentou valores de

citotoxicidade préximos aos valores obtidos pela solamargina.

Figura 9. Avaliacdo da citotoxicidade dos glicoalcaloides em 48 horas de incubacéo frente a

linhagem U-343.
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Figura 10. Avaliacdo da citotoxicidade dos glicoalcaloides em 48 horas de incubacdo frente

a linhagem MCF-7.
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Figura 11. Avaliagéo da citotoxicidade dos glicoalcaloides em 48 horas de incubagao
frente a linhagem 3T3.
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*Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p=0,05).

6.2.1.2 Determinacéo do I1C2s e 1Csp

A partir das diferentes concentracGes testadas foi realizado o célculo da equacdo da reta
para determinar as concentragdes inibitorias de 25% e 50% de viabilidade celular (IC2s e 1Cso)
promovida pelos glicoalcaloides testados contra as linhagens tumorais U-343 e MCF-7 e a

linhagem normal 3T3. Os resultados obtidos estdo representados na tabela 4.

Tabela 4. Valores de 1C2s e ICso (ug/ml ¢ uM) dos glicoalcaloides solamargina, solasonina e o-
solanina nas linhagens celulares U-343, MCF-7 e 3T3 tratadas por 48 horas pelo teste MTT.

Tratamento por 48 Horas

Concentragéo 1Cys 1Cso
inibitoria
Linhagens\ U-343 MCE-7 3T3 U-343 MCE-7 313

Glicoalcaloides

pg/ml  puM | pg/ml  uM | pg/ml pM | pg/ml  puM | pg/ml uM pg/ml uM

Solamargina 1,33 1,50 1,44 1,63 1,32 1,52 11,44 1294 | 11,76 13,30 1192 13,48
Solasonina 384 442 341 392 2,39 2,70 12,10 13,68 | 12,89 14,57 17,46 19,75
a-Solanina 21,57 24,84 | 20,56 23,68 | 33,12 38,15 | 36,73 42,31 | 44,47 51,23 43,22 49,79

E possivel verificar que a solamargina e solasonina foram os glicoalcaloides com maior

potencial citotoxico para a linhagem tumoral U-343 obtendo valores de 1Czs de 1,50 uM para



66

a solamargina ¢ 4,42 uM para a solasonina € ICsg de 12,94 uM para a solamargina e 13,68 uM
para a solasonina, respectivamente. Além disso, estes glicoalcaloides também mostraram-se
ativos contra a linhagem de carcinoma de mama (MCF-7), a solamargina apresentou valores
de IC2sde 1,63 uM e ICsode 13,30 uM, ja a solasonina apresentou valores de 1Cos de 3,92 uM
e ICso de 14,57 uM. Para célula de fibroblasto (3T3) o glicoalcaloide solamargina apresentou
valor de 1C25 de 1,52 uM e ICso de 13,48 uM, ja a solasonina apresentou valores de 1C2s de
2,70 uM ¢ ICsp de 19,75 uM. A a-solanina apresentou menor potencial citotoxico com valores
de 1C2s5 e 1Cso mais elevados para todas as linhagens testadas, comparando com os valores
apresentados pelos outros glicoalcaloides, sendo para MCF-7 valor de ICso de 51,23 uM ¢
3T3 com ICsg de 49,79 uM comparado com U-343 com ICso de 42,31 uM. Assim, pelos
valores obtidos de IC2s e ICsp de cada glicoalcaloide para as diferentes linhagens, é possivel
observar que a solamargina é o glicoalcaloide que apresentou melhores resultados de
citotoxicidade para as linhagens tumorais, necessitando de uma concentracdo menor para
obter morte de 50% de células, comparando com a a-solanina que necessitou de maior
concentracdo para obter morte de 50% de células. Porém a solamargina se mostrou mais

citotoxica para célula normal.

6.2.1.3 Avaliacdo da integridade da membrana plasmética celular pelo ensaio de LDH

Para avaliacao do efeito citotoxico dos glicoalcaloides pelos testes de LDH de 48 horas,
foram utilizadas as concentragcdes molares do ICso estimadas pelos ensaio MTT para as
linhagens celulares U-343 (12,94 uM de solamargina e 13,68 UM de solasonina) e MCF-7
(13,30 puM de solamargina e 14,57 uM de solasonina). Tal ensaio analisa a perda da
integridade da membrana celular, fenbmeno tipico de necrose e dos ultimos estagios da
apoptose. O ensaio de LDH é descrito por alguns autores como mais sensivel para analise de
danos celulares do que o de MTT (YAACOB et al., 2010).

Os valores de liberacdo de LDH na figura 12, mostram que a solamargina é o
glicoalcaloide que apresentou maior citotoxicidade para as células tumorais testadas (U-343 e

MCEF-7), por apresentar maior porcentagem de liberacdo de LDH para o citoplasma.
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Figura 12. Determinagdo do nivel de LDH (%) liberada pelas linhagens celulares
U343 e MCF-7 tratadas com os glicoalcaloides solamargina (SM) e solasonina (SS)
na concentracdo do ICso por 48 horas.
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*Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p=0,05)

6.2.1.4 Genotoxicidade

O ensaio cometa, sob as condi¢cbes antes relatadas, foi realizado para as linhagens de
glioblastoma humano, U-343 MGa, adenocarcinoma mamario, MCF-7, e fibroblasto murino,
3T3, com solamargina e solasonina nas concentracfes do 1Csg estimada no ensaio com MTT
(Tabela 4) e mais trés concentracgdes abaixo do ICso. Estas foram as concentragdes escolhidas,
pois 0 excesso de citotoxicidade interferiria no ensaio, ao causar genotoxicidade elevada. Os
resultados do teste do cometa mostraram que os indices de danos observados, variaram entre 0
a 400 (Tabela 2) e estdo dispostos nas figuras 13, 14 e 15.



68

Figura 13. Média de indice de danos ao DNA no ensaio Cometa para linhagem celular 3T3
tratada com glicoalcaloides por 6 horas.
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Figura 14. Média de indice de danos ao DNA no ensaio Cometa para linhagem celular U-343
tratada com glicoalcaloides por 6 horas.
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Figura 15. Média de indice de danos ao DNA no ensaio Cometa para linhagem celular MCF-
7 tratada com glicoalcaloides por 6 horas.
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*Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p=0,05).
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6.3 Morte celular por apoptose e arraste do ciclo celular

6.3.1 Anexina V-FITC/PI

As figuras 16 A e B e 17 A e B, demonstram os resultados obtidos no experimento de
apoptose no tratamento de 24 horas com o glicoalcaloide solamargina nas concentracfes de
1,50 uM e 12,94 uM (ICzs e 1Csp) e solasonina nas concentragdes de 4,42 uM e 13,68 uM
(IC25 e ICsp) para a linhagem celular U-343. Para a linhagem MCF-7 foram utilizadas
concentragdes de 1,63 uM e 13,30 uM (IC2s e ICso) do glicoalcaloide solamargina e 3,92 uM
e 14,57 uM (ICxs e ICso) de solasonina, com o controle celular (meio DMEM com 10% de

SFB) e o positivo (doxorrubicina a 1,38 uM).
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Figura 16. A e B. Andlise de células apoptéticas com Anexina V por citometria de fluxo.
Células MCF-7 tratadas com os compostos solamargina e solasonina na concentracéo do

ICso e IC25 e como controle positivo usou a doxorrubicina na concentragdo do 1Cso.
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Figura 17. A e B. Andlise de células apoptdticas com Anexina V por citometria de
fluxo. Células U-343 tratadas com o0s compostos solamargina e solasonina na
concentracdo do ICso e IC2s e como controle positivo usou a doxorrubicina na
concentracédo do ICso.
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Os resultados obtidos das analises revelaram que as drogas SM na concentragdo de
13,30 uM (ICsp), 1,63 UM (IC25) e SS na concentragdo de 14,57 puM (ICso), induziram a
linhagem celular MCF-7 & apoptose inicial (70,153% =+ 5,5), (41,038 + 0,102) e (49,543% +
4,1625) respectivamente, sendo que a proporcdo de células marcadas com anexina V foi mais
elevada quando exposta ao glicoalcaloide SM na concentracdo do ICso indicando maior
percentual de células em apoptose inicial. Além disso, a SM na concentracdo de 13,30 uM
(ICs0) induziu mais a apoptose inicial em células da linagem MCF-7 em relacdo a U-343.

Para a linhagem U-343, nos tratamentos com os glicoalcaloides nas diferentes
concentracdes, apresentou mais células vidveis e entrando em apoptose inicial.

O controle positivo doxorribicina (DXR) na concentracdo de 1,38 puM, induziu a
apoptose tardia nas células MCF-7(41,305% + 1,22) e também na linhagem U-343 (60,725%
+ 2,0153). A doxorrubicina induziu apoptose nas células MCF-7 & (43,685 + 0,2) comparada
aos outros tratamemtos utilizados e comparando com a U-343 (15,925% + 1,096).

Como esperado, o controle celular (meio DMEM com 10% de SFB), indicou a
viabilidade celular para as linhagens testadas, MCF-7 (80,345% =+ 0,0778) e para U-343
(85,2% + 7,35).

6.3.2 Ciclo celular por Pl

Na figura 18, estdo expressos os resultados referentes aos ensaios de citometria de fluxo
que demonstraram que os glicoalcaloides solamargina e solasonina influenciam no ciclo
celular, podendo ser observado uma maior quantidade de células na fase G do ciclo. Para esta
avaliacdo, todos os valores foram relacionados ao controle celular e apontaram atividade

antiproliferativa.
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Figura 18. Porcentagem de células da linhagem MCF-7 em cada fase do ciclo celular tratadas
por 24 horas com os glicoalcaloides solamargina e solasonina nas concentracdes das I1Czs e
1Cso.

Ciclo Celular

—_ 60
=
£ Gl
E 50
= s
R-+]
.Ej 40 m G2
E 30
[=+]
£ 20
[=+]
Ay

10

[n]

Conirole DXR SMIC25 SMICS0 S5 1IC25 S5 IC50

Asteriscos representam diferencas estatisticas em relacdo ao controle negativo (p<0,05 vs. controle). Quantidades
iguais de asteriscos numa mesma fase do ciclo celular representam equivaléncia estatistica. Cada fase foi tratada
por analise de varidncia individualmente.

DXR= Doxorrubicina

SM= Solamargina

SS= Solasonina

IC25= Concentracdo que inibe 25% das celulas

IC50= Concentracdo que inibe 50% das celulas

A figura 18 mostra os dados referentes as analises de variancia, enquanto a figura 19
apresenta os histogramas contendo as médias de porcentagem de células em cada fase do
ciclo, das duplicatas.

Em G1, a analise apontou deferencas estatisticas em relagdo ao controle negativo
(27,63% = 2,2), maior para a ICsp da solamargina (49,1% + 6,78), e respectivamente para
solasonina (1C2s: 46,07% + 1,1; e 1Cso: 45,72% + 1,61) e para a ICos da solamargina (45,18%
+ 0,85). Os valores apresentados pelo tratamento com os glicoalcaloides, demonstraram-se
similares ao do controle positivo doxorrubicina (ICso: 46,09% =* 1,26).

Na fase de sintese de DNA, os dados estatisticos em comparagdo ao controle negativo
(49,90% = 1,56) foi maior para a 1Cso da solamargina (41,91% + 5,38), seguido da 1C2s da
solasonina (45,06% = 0,2), e depois para a 1Csp da solasonina (46,27% + 1,61), a ICzs da
solamargina (46,82 % + 0,84) e por fim o controle positivo doxorrubicina (48,855% + 1,97).
No que se refere ao volume de células na fase G2/M, o controle negativo (22,465% + 2,04)
apresentou mais quantidade de celulas comparado com os tratamentos com os glicoalcaloides,
solamargina (ICso: 8,99% + 1,4; e 1C2s: 8,00% = 0), solasonina (ICso: 8,00% + 0; e 1Czs:
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8,86% + 1,2) e principalmente ao tratamento com o controle positivo doxorrubicina (1Cso:
2,285% + 3,23).

Figura 19. Histogramas do Ciclo Celular
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Cada histograma corresponde a uma amostra de cada tratamento com as médias das replicatas do mesmo.
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6.4 Analise da expressao génica por PCR array

Tabela 5. Modulacdo da Expressdo Génica da linhagem celular MCF-7 tratada com
solamargina e solasonina na ICso.

6 horas 24 horas
Gene Solamargina Solasonina Solamargina Solasonina
AIFM1 -1,1487 -1,2311 -1,7171 -1,6133
AKT1 -1,2397 -1,5263 -4,0278 -3,1167
APAF1 -1,8277 -2,1735 +1,8661 +1,6358
BAG1 -3,3173 -4,3169 0 0
BAK1 -23,7524 -30,91 0 0
BAX -1,4044 -1,3755 +1,0353 +1,2658
Bcl-2 +2,0994 +2,3457 -63,5579 -72,5046
BFAR 0 -1,2311 +1,1408 -1,4044
BIRC3 +2,9079 +1,0644 +1,5476 -3,6808
BNIP3 0 0 0 -5,063
BRAF +1,4241 -1,2746 +1,1728 -1,5801
CASP2 0 0 +1,3379 0
IGF1R +1,2658 -1,2483 +1,257 -1,021
XIAP 0 0 +1,1329 0

*Valores negativos sdo referentes a repressao, e valores positivos a indugdo. O nimero zero
(0) indica que ndo houve modulacédo do gene.

A tabela 5 mostra os valores de fold-regulation relativos aos experimentos de
modulacdo de genes da linhagem MCF-7, envolvidos na via apopt6tica humana submetida ao
tratamento de 1Cso dos glicoalcaloides (Tabela 4), por 6 e 24 horas. Dos 84 genes analisados,
houve a modulacdo de 14. Dentre estes, os antiapoptoticos AKT1, BAGL, Bcl-2, BFAR,
BIRC3, BNIP3, BRAF, IGF1R e XIAP, e os pro-apoptoticos AIFM1, APAF1, BAX, BAKl e
CASP2. Os demais genes da PCR Array apresentaram Ct igual ou maior que o cut-off de 35
ciclos, tanto no controle negativo como nos tratamentos e, portanto, foram considerados nao
modulados e ndo foram utilizados para a analise de expressdo génica. A tabela 6 apresenta 0s
genes descritos com suas respectivas fungdes, segundo o banco de dados do NCBI
(NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2014,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).
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Tabela 6. Genes modulados pelos glicoalcaloides, suas fun¢des quanto a inducéo

de apoptose

Gene | Fungéo Mecanismo
AIFM1 Pro6 | Condensacdo cromossdmica; liberagdo de citocromo C
AKT1 Anti | Mantém o nivel de proteinas pré-sobrevivéncia e regula apenas as BH3
APAF1 Pr6 | Formacao do apoptossomo e consequente ativacdo de caspase 9
BAG1 Anti | Liga-se a proteina Bcl-2 e aumenta a acdo antiapoptotica
BAK1 Pro | BH efetora: perda do potencial mitocondrial; interagdo com a p53
BAX Pro | BH efetora: liberacdo de citocromo C e DIABLO pela mitocéndria
Bcl-2 Anti | BH pro-sobrevivéncia: protecdo da integridade mitocondrial
membranar
BFAR Anti | Inibicdo da caspase 8 em sua forma ativada
BIRC3 Anti | IAP: inibe apoptose por TNF-a; regula sinalizagdo de NF-«xB
BNIP3 Anti | Codifica uma proteina mitocondrial que contém um dominio BH3 e
atua como um factor pro-apoptotico.
BRAF Anti | Protooncogene das vias de sinalizacdo da diviséao e diferenciacdo
celular
CASP2 Pr6 | Induz apoptose, regulador positivo de apoptose e sinalizador
extracelular
IGF1R Anti | Fator de crescimento superexpresso em tumores malignos
XIAP Anti | IAP: Ligacéo aos fatores TRAF1 e TRAF2 e as caspases 3, 7e 9

IAPs= inibidores de apoptose por mecanismos diversos; BH= Bcl-2 homology domains

6.5 Avaliacdo da atividade antifiingica dos glicoacaloides e mecanismo de acéo

6.5.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e determinacdo da

Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

Na tabela 7 é apresentada a CIM dos compostos naturais e de acordo com esses

resultados foram eleitas a solamargina e a-solanina como as drogas mais efetivas.
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Tabela 7. Determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e determinacdo da
Concentracdo Fungicida Minima (CFM) dos produtos naturais (ug/mL) para o fungo
T.rubrum linhagem selvagem (H6) e mutante 47ruMDR2

Compostos Limhagem HG Linhagem ATruMDRZ2
CIM CFM CIM CFM

Solamargina (SM) 312 (3,597) Fungicida 3,12 (3,597 Fungicida

Solasonina (55) 125 (14,13) Fungicida 6.5 [F 3d4) Fungicida

Solasodina (5D) =25 MDD =25 MDD

a- Solanina (SH) 3,12 (3,594) Fungicida 3,12 (3,594) Fungicida

Anfotericina -B 0,39 Fungicida 0,39 Fungicida

Entre parénteses estdo os valores dos compostos SM, SS e SN expressos em pM.

6.5.2 Regeneracao de protoplastos

Deste modo, foi realizado teste de regeneracdo de protoplasto com o intuito de estudar o
mecanismo de acdo antifungico dos glicoalcaloides e foi utilizado anfotericina-B como
controle positivo. A anfotericina-B tem com mecanismo de acdo a formacdo de poros
artificiais ao longo da membrana celular do microrganismo, alterando a permeabilidade

seletiva a cations e levando a morte celular (COHEN, 1997).

Figura 20. Regeneracdo dos protoplastos da linhagem H6 do T. rubrum, em meio com pH 6.8

Al B1 c1 D1

Al= Solamargina (SM) 3,125 pg/mL; A2= Solamargina (SM) 6,25 png/mL; Bl=a-Solanina (SN)
3,125 pg/mL; B2= a-Solanina (SN) 6,25 pg/mL; Cl= Solasonina (SS) 12,5 pg/mL; C2=
Solasonina (SS) 25 pg/mL; D1= Anfotericina-B (ANF-B) 0,39 pg/mL (controle positivo); D2=
Controle negativo (DMSO 3%).
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Figura 21. Regeneracdo dos protoplastos da linhagem H6 do T. rubrum, em meio com pH
9.0.

Al= Solamargina (SM) 3,125 pg/mL; A2= Solamargina (SM) 6,25 ug/mL; Bl=a-Solanina (SN)
3,125 ug/mL; B2= a-Solanina (SN) 6,25 pg/mL; C1= Solasonina (SS) 12,5 pg/mL; C2= Solasonina
(SS) 25 pg/mL; D1= Anfotericina-B (ANF-B) 0,39 pug/mL (controle positivo); D2= Controle negativo
(DMSO 3%).

Tabela 8. Representacdo da Atividade dos alcaloides sobre a Regeneracdo de Protoplastos
(Reducéo % MEDIA) — Linhagem H6.

Compostos Meio em pH=6,8 Meio em pH=9,0
CIM da SM 83% 148,7%
CIM da SS 84,5% 165,5%
CIM da SN 5% 146,6%

2 x CIM da SM 107,7% 158,3%

2x CIM da SS 72,7% 167%

2 X CIM da SN 76% 110,7%
Controle negativo 110,7% 186,7%

Anfotericina-B (controle positivo) 0% 0%

SM: solamargina; SN: a-solanina (Sigma ®); SS: solasonina; SD: solasodina; ANF- B:

anfotericina B
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6.5.3 Quantificacdo do nivel de ergosterol

A alfa-solanina e solamargina reduziram o contetdo de ergosterol. A solasonina
apresentou maior atividade inibitéria no conteudo de ergosterol que o controle anfotericina-B
(Tabela 9). A anfotericina- B é um farmaco antiflngico de segunda geracéo, que age sobre a
biossintese de ergosterol, um importante componente de membrana (DOGRA; SAXENA,
1996). Deste modo, através desses dados é possivel sugerir que os glicoalcaloides interferem

na via da biossintese de ergosterol.

Tabela 9. Reducdo do nivel de Ergosterol (%) para as linhagens de T.
rubrum crescidas na presenca de diferentes compostos naturais

Concentracgéo/ Linhagens
composto H6

CIM da Solamargina 45,29 + 4,63

CIM da Solasonina 76,77 £ 4,37

CIM da o-Solanina 35,69 + 4,02

CIM Anfotericina-B 65,66 + 2,69
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7. DISCUSSAO

7.1 Purificacdo dos glicoalcaloides

Segundo Tiossi et al, (2012), os frutos secos de S. lycocarpum contém cerca de 1%
de glicoalcaloides. Em seus estudos, foi realizado a padronizagdo do método de extracdo de
glicoalcaloides atraves da extracdo acido-base seletiva. Este método possibilitou concentrar
os glicoalcaloides numa fragdo precipitada usando acido cloridrico e &gua. Para enriquecer
o teor de alcaloides, foi necessario submeter a fracdo de alcaloides & digestdo com etanol.
Munari e colaboradores em 2014, conseguiram atraves deste mesmo processo, obter extrato
com teor de glicoalcaloides que variam de 80 a 90%, de um modo muito reprodutivel.
Portanto, foi possivel desenvolver um método analitico validado e simples para a extracdo
de glicoalcaloides, além de ser reprodutivel e de baixo custo. Sendo assim, este processo
permite a producdo dos glicoalcaloides a uma escala industrial para o desenvovimento de
novos produtos farmacéuticos (TIOSSI et al., 2012; MUNARI et al., 2014).

Segundo Abreu et al, (2013), foi possivel isolar estes glicoalcaloides de S.
lycocarpum através do processo descrito por Tiossi et al, (2012). Além disso, foi possivel a
identificacdo dos compostos através da técnica de espectrometria de massa e espectro de
RMN. Dados estes obtidos por Abreu et al, (2013) em seus estudos, foram aproveitados no
presente trabalho.

Deste  modo, sabe-se que hidrogénio vizinhos a carbonos quirais séao
diastereotdpicos, resultando em diferentes deslocamentos quimicos no espectro de RMN de
hidrogénios (PAVIA, LAMPAMAN, KRIZ, 2001). Este efeito foi observado nos estudos
realizados por Abreu et al. (2013), nos hidrogénios ligados aos carbonos C-1, C-2, C-4, C-
7, C-11, C-12, C-15, C-23, C-24 e C26. Além disso, observando os deslocamentos
encontrados, nota-se que o0 H-16 da SS e SM, possui um maior deslocamento quimico (&
4,34), isto ocorre porque o carbono encontra-se ligado a um oxigénio, heteroatomo mais
eletronegativo que o carbono, resultando em maior desblindamento deste hidrogénio. O
mesmo efeito também foi observado para o H-3 (6 3,38). O H-16 apresenta-se no espectro
de RMN-'H como um quarteto, pois possui trés hidrogénios vizinhos, sendo dois ligados
ao C-15 e um ao C-17. O H-3 apresenta-se como multipleto, devido ao acoplamento com
os hidrogénios dos carbonos 2 e 4. Em todos os compostos isolados observou-se para o0 H-
6 0 deslocamento quimico de 5,32 ppm. Esse valor de deslocamento deve-se ao fato de que
no C-6 haver uma ligagdo dupla com o C-5 ocasionando o efeito anisiotropico que aumenta
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a desblindamento e, consequentemente, o deslocamento quimico. Os alcaldides em questao
séo do tipo espirosolano, tendo um anel tetrahidrofurano e um anel piperidinico ligado em
espiro, fornecendo perfil de RMN !H caracteristico. O multipleto com deslocamento
quimico em campo baixo, ¢ 4,34 ppm corresponde ao hidrogénio metilico geminal (H-16).
Em relacdo as analises de HMQC, observou-se nos mapas de contorno que o deslocamento
do C-22 foi maior que o C-26 nos trés compostos, pois além destes carbonos estarem
ligados ao nitrogénio, o C-22 liga-se também a um segundo heterodtomo (oxigénio),
aumentando ainda mais seu desblindamento. Os carbonos C-10, C-13 e C-22 s&o carbonos
quaternarios, ndo possuindo atomos de hidrogénio ligados a eles. A ligacdo dupla presente
entre os C-5 e C-6 foi identificada pelos altos valores de deslocamento nos mapas de

contornos, ¢ 122,33 e 6 142,54 ppm respectivamente.

7.2 Atividade anticancer

Apesar da baixa incidéncia, o glioblastoma é considerado um dos tipos de cancer
mais agressivos, com sobrevida aproximada de 15 meses mesmo fazendo uso de
tratamentos convéncionais (PONTES et al., 2012). Além disso, segundo o Instituto
Nacional de Cancer, o cancer de mama € o segundo tipo de cancer mais incidente no
mundo, com aproximadamente 92 mil mortes no continente americano em 2012, e
estimativa de 57.120 mil novos casos em 2014, somente no Brasil (INCA, 2014). Devido a
relevancia na area da oncologia clinica destes dois tipos de cancer, além da resposta ao
tratamento com os diferentes glicoalcaloides, as linhagens U-343 e MCF-7 foram
selecionadas para ensaios seguintes de citotoxicidade e genotoxicidade.

Os resultados de citotoxicidade obtidos para as linhagens de células tumorais U-343
e MCF-7 foram maiores e mais significativos comparado com os resultados relatados por
Munari, et al., 2013. Em que relatam o estudo da atividade antiproliferativa das células
tumorais MCF-7, B16, HT29, HelLa, U-343, HepG2 pelo ensaio XTT, e demonstram que a
solamargina apresentou atividade citotoxica mais pronunciada para célula HepG2
comparado com as outras linhagens celular testadas. No presente trabalho, a solamargina
demonstrou I1Csp de 12,94 uM e solasonina 1Csp 13,68 uM para a linhagem U-343. Para a
linhagem MCF-7 a solamargina apresentou 1Cso 13,30 uM e solasonina 14,57 uM. Estes
resultados mostram que o glicoalcaloides apresentaram atividade anticancer para dois tipos
celulares distintos. Em outro estudo, verificaram que trés derivados do glicosidio

solasodina, exibiram forte citotoxicidade contra quatro linhagens celulares tumorais,
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sugerindo que esses compostos podem apresentar potente atividade quimioterapica (CUI et
al., 2012).

A melhor atividade citotoxica apresentada pela solamargina pode ser devida a porcéo
de acucar (ramnose) contido nesse glicoalcaloide. Dessa forma, a ramnose pode ter vital
importancia para a acdo terapéutica, pois ha descri¢do na literatura que ocorre interacdo do
glicoalcaloide com o colesterol da membrana plasmatica, provocando a perda da
integridade da membrana, o que resulta em alteracbes de permeabilidade e
consequentemente provoca a morte celular (SCHWARZ et al., 2005; 2007, KEUKENS et
al., 1992; 1995).

Além disso, uma das maiores causas de falhas nos tratamentos convencionais contra
0 cancer é a multipla resisténcia a drogas (MRD). Obstaculo gerado por diferentes
mecanismos, tais como o efluxo mediado por transportadores ABC, que dificultam a
manutencdo intracelular de concentracdes letais de drogas hidrofdbicas; a baixa absorcao
de algumas drogas hidrossollveis que necessitam de transportadores para adentrarem a
célula e o desequilibrio homeostatico (ULLAH, 2008). Esta ultima disfuncédo € fruto de
eventos que desregulam o ciclo celular normal. Ou seja, determinados tumores sdo
desenvolvidos a partir de células com morte programada reduzida e replicacdo normal,
enquanto outros sdo gerados pela divisdo celular acentuada, mesmo que tais células nédo
tenham a apoptose diminuida (ALBERTS et al., 2010b). Assim, os tumores de maior
malignidade séo os dotados de ambas as caracteristicas anti-omeostaticas descritas

A resisténcia a multiplas drogas (MDR) estd muitas vezes associada com a expressao
de P-glicoproteina (P-gp), que transporta o farmaco através de uma bomba de efluxo para o
meio extracelular, conferindo assim resisténcia a drogas para células tumorais (ZUPKO et
al., 2014). Estudos realizados por Zupko6 e colaboradores (2014), confirmaram que a
solamargina apresenta atividade citotoxica contra vérias linhagens celulares que
apresentam fenotipo MDR.

No ensaio de LDH houve diferencas expressivas entre os percentuais de LDH
liberado pelas duas drogas testadas. A solamargina foi o glicoalcaloide que apresentou
maior porcentagem de liberacdo de LDH para o citoplasma da célula. Ja a solasonina
apresentou valores muito baixos de liberagdo de LDH, néo induzindo danos expressivos na
membrana na concentragéo utilizada. Este fato pode ser devido a presenca de duas porgoes
de acucar (ramnose) contido no glicoalcaloide solamargina. J& a solasonina apresenta

apenas uma porcdo de ramnose. Dessa forma, a ramnose pode ter vital importancia para a
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acao terapéutica, pois sabe-se que ocorre interagdo do glicoalcaloide com o colesterol da
membrana plasmatica, provocando a perda da integridade da membrana, o que resulta em
alteracdes de permeabilidade e consequentemente provoca a morte celular (SCHWARZ et
al., 2005; 2007, KEUKENS et al., 1992; 1995). Além disso, em um estudo realizado por
Sun et al. (2010) foi verificado que a SM é uma toxina de acdo mais rapida, pois rompe a
membrana celular causando a morte celular.

Em relagdo a atividade genotdxica dos glicoalcaloides, os resultados revelaram que o
indice de dano foi menor para a linhagem 3T3 quando comparado com as células tumorais,
mostrando que os glicoalcaloides sdo mais genotoxicos para células tumorais. Além disso,
0s compostos apresentaram niveis de danos mais moderados comparados ao tratamento
com o controle positivo que apresentou acentuada genotoxicidade para as trés linhagens
testadas mesmo em baixa concentragédo (1,38 uM). O controle celular e o negativo, com
reduzido indice de danos, indicaram a viabilidade celular para as linhagens testadas.
Levando em consideracdo que o DNA mitocondrial assim como os fragmentos produzidos
durante a apoptose sejam muito pequenos e, portanto, impossiveis de detec¢do pelo ensaio
cometa, ndo ha ainda uma relagdo bem estabelecida entre a genotoxicidade medida neste
ensaio e a resposta bioldgica direta destes danos, uma vez que informagdes mais precisas
como quebras localizadas das fitas e danos especificos a bases ndo podem ser determinadas
(OLIVE; BANATH, 2006; COLLINS, 2008). Embora a inducdo de genotoxicidade esteja
fortemente relacionada a mutagénese e a acdo carcinogénica, altos indices de danos ao
DNA também estdo relacionados com a incapacidade da célula repara-los, levando-a a
apoptose (ALBERTS et al., 2010; CAVALCANTI et al., 2008).

Sabe-se que a apoptose se tornou um foco de interesse na oncologia, pois a alteracédo
deste processo pode levar ao surgimento de malignidades (KUO et al., 2000; LI et al.,
2014; LIANG et al., 2004). Sabendo da relevante atividade citotdxica dos glicoalcaloides
presentes na espécie S. lycocarpum, foi de grande interesse avaliar a atividade apoptética
da solamargina e solasonina, frente as linhagens de glioblastoma humano, U-343 MGa e
andenocarcinoma mamario, MCF-7 (Figuras 16 e 17, A e B). Estes dados confirmam a
hipdtese de que a cadeia de acgUcares ramnoses sdo responsaveis pela atividade antitumoral
pronunciada da SM, ja que esta apresenta duas porcdes desta cadeia em sua estrutura
quimica. Um dos mecanismos de acdo citotoxico desse composto é a inducdo & apoptose
(CHANG et al., 1998; KUO et al., 2000). Além disso, pesquisas de Chang et al 1998,
revelam que a porcdo de 20Rha da SM pode desempenhar um papel crucial no
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desencadeamento da morte celular por apoptose. E relatado que o carboidrato ramnose
presente nos glicoalcaloides ndo é encontrado nas células de mamiferos e especula-se a
respeito da presenca de receptores especificos para a ramnose em células tumorais
(SCHWARZ et al., 2005).

Foi observado que os glicoalcaloides apresentam capacidade de influenciar no ciclo
celular, pois o perfil do ciclo para os compostos apresentou diferenca significativa do
controle negativo, e estd muito proximo do controle positivo (doxorrubicina). Além disso,
os tratamentos com os glicoalcaloides SM e SS nas doses de I1C2s e ICso, apresentam
praticamente 0 mesmo efeito sob o ciclo celular, o que sugere que os glicoalcaloides nao
séo dose dependentes.

Ademais, os glicoalcaloides conduzem ao acumulo de células da linhagem MCF-7,
na fase G1 do ciclo celular, apresentando uma diminuicéo significativa de células na fase
G2/M. Indicando que ha um arraste de células em G1 e poucas conseguiram se dividir. E
importante lembrar que nesta fase do ciclo temos um ponto importante de checkpoint. O
que pode justificar o fato das células pararem nesta fase ou demorarem mais tempo nesta
fase, pois pode ter detectado um problema, que esteja dificultando a transicdo na fase de
sintese das célula para a fase de divisdo. Este fato pode ser devido a danos no DNA
causados pelos glicoalcaloides como é demonstrado no ensaio Cometa. Com isso, 0 DNA
ndo passa por sistema de reparo e as células ndo conseguem se dividir levando-as a morte
por apoptose. Pois ja foi confirmado pelo ensaio com anexina que os glicoalcaloides
proporcionam morte celular por apoptose. As células usadas como controle negativo (sem
tratamentos) prosseguiram o ciclo celular normalmente, apresentando maior porcentagem
de celulas na fase S comparado com a porcentagem de celulas que passaram pelos outros
tratamentos nesta mesma fase.

Através da analise dos dados de expressdo, sugere-se que a Vvia apoptotica
desencadeada pelos tratamentos com os glicoalcaloides solamargina e solasonina, seja a
intrinseca (mitocondrial). Uma vez que foi observado a inducdo de genes caracteristicos
desta via, tais como o da proteina adaptadora APAF1 (protease associada a apoptose 1) em
6 horas de tratamento com as duas drogas e o da proteina BAX (Bcl-2associated X protein)
no tratamento com solamargina 6 e 24 horas. Além disso, no periodo de 24 horas de
tratamento com os dois glicoalcaloides, houve a maior evidéncia de inducdo de apoptose
por via intrinseca devido a elevada repressdo do gene da Bcl-2.

Um grande numero de genes tem sido identificado como capazes de influenciar o
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processo da apoptose. Entre eles destaca-se a familia das proteinas Bcl-2, que desempenha
papel critico na regulacdo da apoptose em determinadas condi¢es fisiologicas ou
patoldgicas da célula. Pelo menos 15 membros dessa familia ja foram identificados nos
mamiferos. Algumas dessas proteinas, como Bcl-2 e Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1 e Al séo
antiapoptoticas, enquanto outras, tais como a BAX, Bad e Bid séo pré-apoptoticas (PATEL
etal., 1998).

Muitos membros dessa familia residem na membrana externa da mitocondria, na
membrana nuclear e no reticulo endoplasméatico. Na mitocondria, distribuem-se
principalmente, nos locais de contato entre a membrana interna e externa (JELINEK et al.,
2013; KIM et al., 2013).

Conforme inicialmente observado pelo ensaio de citométria de fluxo e,
posteriormente, confirmado pela expressédo génica por ensaio de PCR array, a inducéo de
genes pro-apoptoticos (BAX e APAFL), pertencentes a familia da proteina Bcl-2, em
conjunto com a inibicdo do proprio gene pro-sobrevivéncia Bcl-2, sdo suficientes para
sugerir que a inducdo de apoptose ocorre por via intrinseca, uma vez que a ativacdo dessa
via é decorrente da interacdo entre tais proteina (CZABOTAR et al., 2014, TAIT; GREEN,
2010). Entretanto, além da modulacdo dos genes cruciais da via apoptética intrinseca
descritos (BAX, APAF1 e Bcl-2), houve modulacdo de caspase-2, que também contribui
para o processo de apoptose.

Basicamente, o processo de morte celular por apoptose, ocorre quando o citocromo C
(componente da cadeia transportadora de elétrons), uma proteina da mitocondria localizada
entre a membrana externa e a interna da organela, é externalizado no citosol a medida em
que ha perda de potencial mitocondrial através da aglomeracdo de BAX ou BAK1 na
membrana externa. Esta homooligomerizacdo de proteinas pro-apoptéticas efetoras na
membrana externa é estimulada pela perda da Bcl-2 na superficie da mitocondria, devido
aos sinais apoptoticos (MITCHELL et al., 2006). Consequentemente, o citocromo C se liga
a APAF1, alterando a conformacdo desta protease a heptdmero. Entdo, a APAF1, como
adaptadora, expde seus dominios CARD (Caspase recruitment domains) e recruta varias
pro-caspases- 9. Com a formacdo deste complexo, o apoptossomo, as pro-caspases 3 e 7
séo ativadas por “proximidade induzida” e iniciam a cascata das caspases iniciadoras e
efetoras para clivagem do citoesqueleto e matriz extracelular, e fragmentagdo do DNA
(ALBERTS et al., 2010a, MARINO et al., 2014). A caspase-3 pode amplificar a cascata de

protedlise pela ativacdo da caspase-8 e pela clivagem da proteina anti-apoptotica Bcl-2
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que, normalmente, garante a integridade da membrana mitocondrial (KAPLOWITZ et al.,
2000, PATEL et al., 1998).

Para a manutencdo da integridade celular é necessario que 0s componentes pro-
apoptoticos, presentes no interior da mitocondria, ndo sejam liberados para o citosol. Existe
na membrana mitocondrial interna uma estrutura protéica chamada poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial ("mitochondrial permeabiliy transition pore”, MPTP), que se
mantém habitualmente fechado, assegurando a sobrevivéncia celular. Seu fechamento é
facilitado pelo magnésio intracelular, pelo potencial elevado da membrana mitocondrial,
pela expressdo das proteinas Bcl-2 e Bcl-XL, pela maior expressdo da superoxido
dismutase mitocondrial, rica em manganés, que atua como removedora de radicais
superdxido, e pela translocacéo nuclear do fator nuclear -xB (NFkB) (ZONG et al., 2006).
Fato este, pode ter ocorrido no tratamentos por 6 horas com as duas substancias, ja que
houve a inducdo do gene pré-sobrevivéncia (Bcl-2) em conjunto com a repressdo de genes
Bcl-2 pré-apoptéticos (BAX e APAF1), fazendo com que o processo de apoptose seja
dificultado. Tal fenbmeno de inducdo de Bcl-2 e inibicdo de BAX e APAFL, esta
supostamente relacionado a um mecanismo de defesa oncoldgico para evitar a morte
celular durante as primeiras horas de exposicao as drogas (ZONG et al., 2006). Além disso,
foi observado no mesmo periodo de tratamento, para ambas as substancias, grande inibicéo
de outro gene efetor essencial a apoptose, 0 BAK1. No entanto, 0 mesmo nao foi modulado
em um tempo maior de exposic¢ao a droga (24 horas).

Ademais, o gene pro-apoptdtico AIFM1 e o oncogene AKT1 foram negativamente
modulados pelas substancias, principalmente o gene AKT1 foi mais reprimido em 24 horas
de tratamento. Os genes antiapoptoticos IGF1R, BIRC3, BFAR e BRAF foram induzidos
pela solamargina (6 e 24 horas) e reprimidos pela solasonina principalmente no tratamento
de 24 horas, somente o BIRC3 (proteina clAP2), foi expresso neste periodo.

Por outro lado, o inibidor de caspase XIAP e CASP2 (caspase-2) foram induzidos
somente pela solamargina no periodo de tratamento de 24 horas. Entretanto, esses genes
ndo foram modulados pelo tratamento com solasonina em nenhum dos dois tempos de
tratamento. Esse dado sugere uma resposta celular diferencial entre o tratamento com os
dois tipos de alcaloides.

Analisando a tabela 6, podemos observar uma melhor modulagdo dos principais
genes descritos (BAX, APAF1 e Bcl-2) para o tratamento de 24 horas com a solamargina.

Dessa forma, podemos sugerir que o citocromo c¢ foi liberado da mitocondria em
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consequéncia da repressdo de Bcl-2 e da inducdo de genes como o da BAX, CASP2,
BIRC3 e APAF1 (XIONG et al., 2014). Somado a isto, o aumento de fold regulation da
APAF1 também aponta para a presenca de apoptose dependente de caspases.

A apoptose pode ser ativada por varias vias de estimulos, desde externos, através de
receptores especificos na superficie celular chamados receptores da morte ou por estimulos
internos de estresse intracelular, tais como leséo do DNA, perturbacgdes no ciclo celular ou
nas vias metabdlicas. Essas diferentes vias culminam com a ativacdo de proteases
conhecidas como caspases, que sao fundamentais no processo de morte celular. As
caspases, pertencem a familia das cisteinas proteases, (possuem uma cisteina no sitio
ativo), que tém a capacidade de reconhecer e clivar substratos que possuam residuos de
aspartato (NICHOLSON et al., 1997). Pelo menos 14 membros dessa familia ja foram
identificados nos mamiferos sendo que seis (caspases -3, -6, -7, - 8, -9, -10) estdo
envolvidos no processo de inflamacéo e apoptose. As caspases -1, -4, -5, -11, -12, -13, -14
estdo envolvidas na maturacdo de citocinas (DENAULT et al.,, 2002). As caspases
sinalizam para a apoptose e clivam esses substratos levando a condensacéo e fragmentacéo
nuclear, externalizacdo de fosfolipidios de membrana que irdo sinalizar para estas células
serem fagocitadas por macrofagos (BOATRIGHT et al., 2003).

Sabe-se que na linhagem celular MCF-7, a morte celular é independente da caspase
3. Como discutido por Janicke et al. (2009), a falta desta enzima na referida linhagem
celular é devida a uma delecéo de 47 pares de base no éxon 3 do gene, 0 que ocasiona um
splicing em que este éxon é ignorado e um stop cddon é introduzido em uma posicao
prematura do mRNA, impossibilitando a sua traducao.

As caspases sao sintetizadas como precursores inativos denominados zimogénios
(HENGARTNER et al., 2000). Uma vez ativada, através de sinal de morte celular, a
maioria das caspases tem a habilidade de catalizar a ativacdo de multiplos outros membros
dessa familia, resultando em amplificacdo da cascata proteolitica. Essas enzimas podem
interagir com receptores de membrana ou moléculas adaptadoras que contenham dominios
de morte (BOATRIGHT et al., 2003), pois esses dominios também existem nas caspases e
a presenca deles permite essa interagdo (NICHOLSON et al., 1997).

As caspases podem ser classificadas de acordo com seu pro-dominio e seu papel na
apoptose. Caspases iniciadoras possuem pro-dominios longos, envolvidas na iniciacdo da
cascata proteolitica. Caspases efetoras apresentam pré-dominios curtos ou inexistentes,

responsaveis pela clivagem de substratos (RUPNARAIN et al., 2004).



88

Entre os diversos substratos das caspases, pode-se citar a MDM-2 (murine double
minute), uma proteina que se liga a p53, mantendo-a no citoplasma. Ao ser clivada pelas
caspases, essa proteina libera a p53 que se transloca para o nucleo, ativando a transcrigdo
de genes pré- apoptoticos como 0 BAX (SCHULER et al., 2003).

Ademais, os sinais de danos ao DNA da via intrinseca podem primeiramente levar a
ativacdo de caspase-2, que também pode clivar Bid e levar a translocacdo do gene Bcl-2,
membro da familia citoplasmatica Bax para a mitocondria, acelerando assim a apoptose
(GUO et al., 2002, LASSUS et al., 2002). Além disso, a liberacdo do citocromo C para o
citoplasma é um evento comum apoés a despolarizagdo mitocondrial, e varios estudos tem
relatado que a ativacdo de caspase-2 esta relacionada com esse mecanismo (KIM et al.,
2013).

Além disso, o inibidor de caspase XIAP, também foi modulados positivamente pela
solamargina no periodo de tratamento de 24 horas. IAPs sdo uma classe de proteinas,
predominantemente conhecidos pela acdo de inibir as caspases e de sinalizacdo imune (LI
et al., 2013). De todos os IAP, o XIAP de mamifero é o unico que funciona como um
inibidor direto da caspase, ja os IAPs: DIAP1, DIAP2, clAP1 e clAP2, sdo ineficazes na
inibicdo in vitro das caspases (OBEROI-KHANUJA et al., 2013). Dos genes descritos
como IAPs (BIRC2, BIRC3 e XIAP), o unico que codifica uma proteina capaz de inibir
diretamente as caspases 3, 7 € 9 € 0 XIAP (GYRD-HANSEN; MEIER, 2010). Contudo,
dos trés, a maior inducdo exercida pelos tratamentos, foi a do BIRC3 (proteina clAP2),
cuja funcdo é inibir a sinalizacdo pré-apoptotica do fator TNF-a, além de regular as vias
pro-sobrevivéncia de NFkB (fator de transcrigdo de genes antiapoptéticos, interleucinas e
fatores de crescimento). 1APs sdo diferencialmente expressos em células tumorais e tém
sido alvo de varios terapéutica para a inibicdo do cancer. A expressdo elevada de IAPs em
certos tipos de tumor, tem sido correlacionada com a sobrevivéncia do tumor e resisténcia
a quimioterapia. Assim, uma variedade de anti-tumorais, especialmente inibidores de
pequenas moléculas contra IAPs (compostos IAP antagonista (IAC), estdo sendo testados
clinicamente. A super expresséo de XIAP, inibe de forma eficiente a ativagdo da caspase e
assim, a apoptose ndo estimulada pelas vias de apoptose intrinseca e extrinseca
(WILKINSON et al., 2004). Por outro lado, as células que ndo possuem XIAP sdo
sensibilizados morte por apoptose (GYRD-HANSEN; MEIER, 2010). As células
cancerosas podem se propagar em condicOes adversas, como a limitacdo de nutrientes, a

hipdxia, a desregulamentacdo oncogene, danos ao DNA e aberracdes cromossdmicas,
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circunstancias que desencadeiam a ativacdo de caspase e apoptose em células normais. As
IAPs parecem ter um papel crucial na manutencdo de tumores e resisténcia a tratamentos
de quimioterapia, embora a expressdo de AP em si propria ndo é claramente o Unico fator
determinante que aumenta o limiar apoptético. XIAP pode ligar diretamente e inibir a
caspase-3, caspase -7 e caspase -9. Residuos na regido ligante entre o dominio de XIAP
ligam BIR1 e BIR2 para o bolso sitio ativo da caspase -3 e caspase -7 (GYRD-HANSEN;
MEIER, 2010).

Em outro trabalho desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa em que se analisou a
modulacdo de expressdo génica por PCR array da linhagem MCF-7 submetidas ao
tratamento com o flavonoide chalcona foi observado maior modulacdo de genes
relacionados a via mitocondrial, mas ndo foi detectada inducéo de expressdo de caspases
quando tratados com esse composto. Porém no presente trabalho quando as células MCF-7
foram tratadas com glicoalcaloides foi observado a inducdo de caspase-2. Além disso,
tanto nos estudos com chalconas, quanto nos com glicoalcaloides foi observado, repressdo
de Bcl-2 e inducdo de genes pro-apoptéticos, indicando apoptose por via mitocondrial.

Relacionando os experimentos de citotoxicidade, genotoxicidade, citometria de fluxo
e expressao génica com a linhagem MCF-7, especula-se que a solamargina e a solasonina
sdo citotdxicas e provocam danos relevantes no DNA, dois fatores que podem estar
relacionados com seu efeito de arraste do ciclo celular em G1, externalizacdo de
fosfatidilserina, inducdo de genes prd-apoptdticos e repressdo de Bcl-2, o que sugeriu

morte celular por apoptose por via intrinseca.

7.3 Atividade antifangica

Em relacdo a atividade antifngica dos compostos testados, é possivel notar, que os
compostos solamargina e a-solanina apresentaram atividade antifungica muito mais
pronunciada que a solasonina. Além disso, foi obtido o0 mesmo CIM para a linhagem H6 e
mutante de T. rubrum com o gene que codifica um transportador ABC deletado,
demonstrando que esses compostos ndo sdo transportados pela a bomba de efluxo. A
solasonina apresentou o dobro do valor de CIM para a linhagem H6 comparado com a
linhagem mutante, indicando assim que este composto é transportado pela bomba de
efluxo. Esses resultados corroboram com os relatados por PINTO et al. (2011)
confirmando tal atividade contra diversos fungos filamentosos e leveduriformes. Além

disso, foi realizado o teste de determinacdo da concentracdo fungicida minima (CFM) dos
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compostos naturais. Estes resultados mostram que os alcaloides solamargina e a-solanina
sdo 0s compostos que apresentaram melhores resultados antifungicos para o fungo
T.rubrum, sendo interessante estudos do mecanismo de ac¢do antifungico destes alcaloides,
além da relacdo estrutura atividade. E sabido que os antifingicos de uso comum
apresentam um numero limitado de alvos celulares, como o ergosterol e as enzimas
envolvidas na sua sintese, a sintese de &cidos nucleicos e da parede celular e a formacéo de
microtubulos.

O teste de regeneracdo de protoplasto é um método para verificar se 0 composto
testado atua na membrana celular, deste modo sendo utilizado para estudar mecanismo de
acao antifungica. Este método consiste na degradacdo da parede celular do fungo ou seja
deixando-o desprovido de parede celular para saber se 0os compostos naturais agem na
membrana celular do fungo.

Os resultados indicaram que os glicoalcaloides solamargina, solasonina e a-solanina
supostamente ndo atuam na membrana da linhagem selvagem de T. rubrum, pois nédo
reduziram o nimero de coldnias regeneradas na linhagem e também néao causou reducédo no
tamanho das colénias comparado com o controle negativo. J& o controle positivo utilizado
(anfotericina-B) apresentou inibicéo total de protoplasto. Estes dados, confirmam os dados
na literatura que descrevem a anfotericina como sendo uma droga tendo como alvo
antifangico a membrana celular, interferindo na sintese do ergosterol, um importante
componente de membrana (DOGRA; SAXENA, 1996) (Figura 20; 21 e Tabela 8).

Segundo Fewell et al., (1994), os glicoalcaloides perdem a atividade antiflngica
guando em meio com pH entre 5 a 8, assim foram realizados novos ensaios de regeneracéo
de protoplastos em meio com pH 9,0 para verificar se o pH influencia na regeneracdo dos
protoplastos. Os resultados apresentados na figura 20; 21 e tabela 8, indicaram que nédo
houve reducdo no nimero de col6nias regeneradas comparado com o controle, mas o
tamanho das col6nias foi menor em pH 9,0. Levando em consideracdo que no estudo de
Fewell et al., (1994), os alcaloides foram testados contra fungos do ambiente (Phoma
medicaginis e Rhizoctonia solani) e no presente estudo estdo sendo ensaiados com
dermatofitos, podendo explicar a diferenca de inibicdo dos alcaloides em T. rubrum.

Sabe-se que os antifingicos de uso comum apresentam um namero limitado de alvos
celulares, como o ergosterol e as enzimas envolvidas na sua sintese, a sintese de acidos
nucleicos e da parede celular e a formagédo de microtubulos.

A literatura tem demonstrado que um dos principais modos de acdo antifungico de
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glicoalcaldides é através da alteracdo da integridade da membrana celular através da
ligacdo com os grupos 3 beta-hidrdxi esterois, causando um aumento da permeabilidade da
membrana, formagdo de poros e consequente rompimento e perda da integridade celular
(KEUKENS et al., 1995).

Outros mecanismos de acdo sdo relatados para os dois importantes glicoalcaloides
oriundos da batata como a a-Solanina e chacoquina, que possuem atividade antifingica
através da inibicdo da germinacdo, inibicdo da extensdo e espessura das hifas (FEWELL;
RODDICK, 1997). Da mesma forma, BEAMAN-MBAYA ¢ MUHAMMED (1976)
verificaram que o extrato rico em glicoalcaldides provocava distor¢édo das hifas e inibicéo
quase total da esporulacdo. Dados que sugerem que estes compostos possam atuar inibindo
a biossintese de compostos essenciais, ou podem até mesmo agir como antimetabdlitos
(FEWELL; RODDICK, 1997).

Em um trabalho desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, foi verificado que em
experimentos de regeneracdo de protoplastos, a quercetina ndo reduziu o numero de
colénias regeneradas na linhagem selvagem do fungo T. rubrum denominada H6, mas
causou reducdo no tamanho das col6nias e, na linhagem mutante ATruMDR2 provocou
reducdo no tamanho das colbnias regeneradas. Em contraste, a trans-chalcona na
concentracdo de %2 CIM interferiu significativamente na regeneracdo dos protoplastos nas
duas linhagens, o que é um indicio que este composto atua na membrana celular
(BITENCOURT et al., 2013).

Além disso, outro estudo realizado pelo mesmo grupo de pesquisa avaliou a resposta
na expressao de genes de Trichophyton rubrum durante o co-cultivado em queratindcitos
humanos exposto ao glicoalcaldide comercial a-solanina, extraido da batata. Foi observado
que a a-solanina, reprimiu os genes envolvidos na sintese de ergosterol (ERG1 e ERG11),
além de reprimir o gene MEP4 que codificam metaloprotease, e 0 gene TruMDR2
envolvido na resisténcia a multiplas drogas. Estes resultados contribuem para uma melhor
compreensdo das interacdes fungo-hospedeiro e para a descoberta de novos alvos
antifungicos (KOMOTO et al., 2015).
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8. CONCLUSAO

A extracdo &cido-base nos frutos de S. lycocarpum foi eficiente e demonstrou-se
seletiva para 0s compostos de interesse 0s quais, apos cromatografia de camada delgada
preparativa, seguido de cromatografia preparativa em CLAE, foi possivel isolar e obter os

compostos SS e SM;

Os ensaios de citotoxicidade demonstraram que a solamargina é mais citotdxica para as

linhagens tumorais (U-343 e MCF-7) e menos citotoxica para linhagem sadia (3T3);

Além disso, através do ensaio de LDH, a solamargina interagiu com a membrana
causando dano a membrana celular nas duas linhagens tumorais, ja a solasonina nao

apresentou esse efeito;

Em relacdo a genotoxicidade, os glicoalcaloides SM e SS demonstraram maior

genotoxicidade para células tumorais U-343 e MCF-7 que para a linhagem normal 3T3;

A solamargina induziu a apoptose em 80% das células da linhagem MCF7 e 52% da
linhagem U-343;

Os glicoalcaloides induzem genes pré-apoptéticos da via intrinseca, mitocondrial em
células da linhagem MCF-7;

Os glicoalcaloides proporcionam arraste na fase G1 do ciclo celular em células da
linhagem MCF-7;

O extrato alcaloidico, SM, SS e SN apresentaram atividade antifingica contra os
fungos dermatofitos H6 e mutante, sendo que SM e SN foram as substancia com maior
atividade. Por outro lado, SD, a aglicona, ndo apresentou atividade para os fungo testadas, o
que destaca a importancia das cadeias de acgucares para atividade antifingica destes

compostos;
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Para os ensaios de protoplastos foi possivel verficar que os glicoalcaloides solamargina,
solasonina e a-solanina supostamente ndo atuam na membrana da linhagem selvagem de T.

rubrum;

Para os ensaios de reducdo de ergosterol foi possivel afirmar que os glicoalcaloides a-
solanina e solamargina apresentaram maior reducdo no nivel de ergosterol comparado com a
solasonina. Demonstrando que os glicoalcaloides interferem na via da biossintese de

ergosterol.
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9. APENDICES

Apéndice 1. Espectro de RMN de *H (CD30D, 500MHz) da solasonina
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Apéndice 2. Expansdo da regido correspondente aos aglcares do espectro de RMN de *H

(CDs0D, 500MHz) da solasonina
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Apéndice 3. Mapa de contorno de COSY (CD3z0D, 500MHz) da solasonina
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Apéndice 4. Mapa de contorno de HMBC (CD30D, 500MHz) da solasonina
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Apéndice 5. Mapa de contorno de HMQC (CD30D, 500MHz) da solasonina
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Apéndice 6. Espectro de RMN de *H (CDsOD, 500MHz) da solamargina.
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Apéndice 7. Expansdo da regido correspondente aos aglicares do espectro de RMN de 'H

(CDs0D, 500MHz) da solamargina.
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Apéndice 8. Mapa de contorno de COSY (CDsOD, 500MHz) da solamargina
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Apéndice 9. Mapa de contorno de HMBC (CDs0OD, 500MHz) da solamargina
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Apéndice 10. Mapa de contorno de HMQC (CDs0D, 500MHz) da solamargina
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