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Resumo

O cancro constitui, atualmente, uma das principais preocupacdes em saude, ndo
s6 ao nivel do incremento do arsenal terapéutico antineoplasico disponivel, através da
incansavel procura de farmacos mais potentes e eficazes, como também ao nivel
socioecondmico, na tentativa de fazer chegar essas terapéuticas a todos os doentes

oncoldgicos.

Ao longo dos séculos, as plantas revelaram-se preciosas fontes de novas
moléculas, que estruturalmente modificadas no laboratério, ou ndo, resultaram por

vezes na descoberta de novos e potentes farmacos.

Estudos recentes em espécies vegetais do género Phlomis, mostraram que
produzem numerosos nortriterpenos, alguns com propriedades antiproliferativas. A
marioila (Phlomis purpurea L) é uma herbacea, da familia das Lamiaceae, existente no
Sul de Portugal e de onde se pode extrair phlomispurpentaolone, um nortriterpeno

pouco caracterizado farmacologicamente, até a data.

Neste trabalho, foi extraido, isolado e purificado phlomispurpentaolone a partir
das raizes secundarias de P. purpurea. Foi determinada a atividade o6tica deste

nortriterpeno, para a qual foi registado um valor de +3.77, a A= 589.3 nm.

Foram, também, realizados ensaios de citotoxicidade em duas linhas de células
tumorais — Hela e L929 — com o intuito de avaliar uma possivel atividade antineoplasica
daguele composto. Para a determinacdo da concentracdo inibitéria média (ICso) das
células Hela, foi utilizado o método Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, com posterior
leitura das absorvancias a 570 nm. Recorrendo ao software Graphpad, foi tracada a
curva de toxicidade de phlomispurpentaolone e foi verificado que o valor de ICsg relativo
as células Hela era de 22.63 £1.07 uM. A partir do ensaio preliminar foi estimado um

valor de ICsp, nas células L929, compreendido entre 50 e 100 pM.

Em relagdo as células Hela, o resultado obtido é toxicologicamente promissor,

na medida em que é legitimo perspetivar uma potencializagdao da sua atividade

Vi
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antiproliferativa otimizando a sua purificacdo e a modificacdo controlada da sua

estrutura quimica.

Palavras-chave: Phlomis purpurea, phlomispurpentaolone, atividade &tica, agao

antineoplasica, Hela, L929.

Vi
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Abstract

Nowadays, cancer is one of the main health concerns. The unending search for
more potent and effective drugs, has led to a great increase of the available
antineoplastic therapeutic arsenal. At the socioeconomic level, the major concern is the

delivery of these therapies, for all cancer patients.

Over many centuries, plants have proven valuable sources of new molecules,
which as such or chemically modified in the laboratory, resulted often in the discovery

of new and stronger drugs.

Recent studies in plant species of the genus Phlomis, revealed the existence of
numerous nortriterpenes, some of which having antiproliferative properties. Purple
phlomis (Phlomis purpurea L) is a herbaceous of the family Lamiaceae, existing in
southern Portugal and from which the nortriterpene phlomispurpentaolone can be

extracted. Until recently, there were no pharmacological studies of this compound.

In the present work, phlomispurpentaolone was extracted, isolated and purified
from P. purpurea secondary dried roots. The measured optical activity of this compound
was +3.77, at A=589.3 nm. In addition, cytotoxicity assays on two tumor cell lines — Hela
and L929 — were performed in order to assess the possible antineoplastic action of
phlomispurpentaolone. The Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide method was used to
measure half maximal inhibitory concentration (ICsp) of Hela cells. The absorbance was
read at 570 nm and the phlomispurpentaolone toxicity curve was drawn using the
GraphPad software. 1Cso was 22.63 £1.07 pM. For L929 cells the value of ICso was

estimated between 50 and 100 uM on the basis of the preliminary assay.

For Hela cells the result is promising as further purification and chemical
controlled modification of phlomispurpentaolone could improve its antiproliferative

activity.

Keywords: Phlomis purpurea, phlomispurpentaolone, optical activity, antineoplastic

effect, Hela, L929.
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1.1. Plantas do Género Phlomis

1.1.1. Distribuicao geografica

O género Phlomis, pertencente a familia Lamiaceae, é composto por mais de 100
espécies de plantas distribuidas pela Europa, Asia e Norte de Africa. Estas plantas podem
ser encontradas em regides quentes como a China, Irdo, Marrocos, no sul de Espanha e
Portugal, entre outros paises, sendo que quatro das sessenta e cinco espécies
conhecidas, sdo nativas da Peninsula Ibérica: P. crinita, P. herba-venti, P. lychnitis e a P.

purpurea (Algieri et al., 2013; Li et al., 2010).

Phlomis purpurea é uma herbacea enddgena do sul da Peninsula Ibérica e
Marrocos, e é geralmente encontrada na orla de matagais, em locais secos, em zonas
rochosas, em solos calcarios, entre outras areas. Em Portugal, pode apenas ser
encontrada na zona sul e centro, sendo particularmente abundante no parque natural

da Arrabida e no Algarve (Novais et al., 2004).

Figura 1.1 Phlomis purpurea no periodo de floragdo.
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1.1.2. AplicagGes terapéuticas

Segundo a literatura, as diversas espécies de Phlomis tém sido usadas ao longo
de varias décadas em fitoterapia, com inUmeras a¢des farmacoldgicas, nomeadamente:
anti-inflamatérias, antioxidantes, antidiabéticas, antinocicetivas, imunossupressoras,
cicatrizantes, antimicrobianas, antineoplasicas, entre outras propriedades (Li et al.,

2010; Limem-Ben Amor et al., 2009; Liu et al., 2008; Sarkhail, 2003; Wang et al., 2014).

Estas inUmeras atividades farmacoldgicas derivam das centenas de diferentes
compostos produzidos pelas diversas espécies de Phlomis, entre as quais se incluem os
sesqui, di e triterpenos, as saponinas triterpénicas, os flavondides, os iriddides, entre

outros (Deng et al., 2011; Li et al., 2010; Limem-Ben Amor et al., 2009; Sarkhail, 2003).

Estudos recentes sobre Phlomis purpurea (Algieri et al., 2013; Gonzalez-Tejero et
al., 1995; Pardo de Santayana et al., 2005) tém vindo a demonstrar as propriedades
fitoterapéuticas dos seus extratos e a justificar o seu uso, por parte das populagdes
ancestrais, na medicina tradicional. Um outro estudo sobre esta espécie de Phlomis
(Neves et al., 2013) demonstra ndo s a sua atividade antifungica, na medida em que
esta planta consegue inibir significativamente o crescimento das diversas estruturas de
Phytophthora cinnamomi (um oomiceto designado ainda, por vezes, como pseudo-
fungo), como também a sua capacidade de reduzir o potencial de indculo do solo, ou

seja, a capacidade de reduzir a propagacado da infecdo nas plantas vizinhas.

Sendo Portugal um pais de exceléncia na exportacao de cortica, obtida a partir
dos sobreiros, e sendo a P. cinnamomi o agente patogénico responsavel pela infecdo e
devastacdo dos mesmos, percebe-se rapidamente o enorme impacto quer ao nivel
econdmico, quer ao nivel ambiental e de saude, que os estudos sobre os constituintes e

as atividades farmacolégicas desta planta podem ter (Neves et al., 2013).
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1.2. Nortriterpenos

1.2.1. Caracteristicas gerais

Os terpenos constituem uma enorme classe de compostos produzidos por
diversas plantas e sdo classificados pelo nimero de unidades isoprénicas (CsHs)

presentes na molécula (Figura 1.2).

Os triterpenos sao compostos formados a partir de 6 unidades de isopreno e tém
como formula molecular geral CsoHass. Os nortriterpenos, por seu lado, sdo compostos
com menos um grupo metilo (CHs) e como tal, possuem 29 dtomos de carbono na sua

estrutura.

H,G
\

H,C

CH,

Figura 1.2 Ilustracdo da estrutura molecular de uma unidade isoprénica.

Nos ultimos anos, inUmeras investigacdes com o intuito de isolar estas
substancias nortriterpénicas, bem como estudos de determinacdo das respetivas
atividades farmacoldgicas tém sido realizados demonstrando a grande diversidade de
acOes terapéuticas destes compostos, nomeadamente, antioxidante (Shi et al., 2014),
anti-agregante plaquetar (Shi et al., 2013), anti-HIV (Lo et al., 2013), anti-HBV (Lei et al.,
2009), antineoplasicas (Tantry et al., 2012).

Em 2012, investigadores chineses publicaram os seus trabalhos de isolamento e
caracterizacdo de trés novos nortriterpenos (Figura 1.3) obtidos a partir da planta
Ziziphus mauritiana. A citotoxicidade destes acidos zizimauriticos foi testada em trés
linhagens de células tumorais — Hela, A-549 e BGC-823 — assim como as suas

propriedades antibacterianas e antifungicas, testadas em Staphylococcus aureus e
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Candida albicans, respetivamente. Os resultados obtidos demonstraram alguma acao
antineoplasica por parte destes compostos, tendo-se obtido para um dos compostos
nortriterpénicos valores de concentracdo minima necessaria para inibir a proliferacdo
de 50% da populagdo celular (ICso) de 5,05 pg/mL 5,36 pg/mL e 6,24 pg/mL para as linhas
celulares tumorais A-549, HelLa e BGC-823, respetivamente. Ainda assim, estes valores
de ICso revelaram-se um pouco distantes dos obtidos pelo composto de referéncia
utilizado — Taxol — com valores de ICsop de 0,02 ug/mL 0,38 pg/mL e 0,01 pg/mL,

respetivamente (Ji et al., 2012).

1R =0-OCHj
2 R =[3-OCHj,
3a R = o-OH
23 24 3b R = B-OH

Figura 1.3 Nortriterpenos isolados a partir de Ziziphus mauritiana.

Fonte: Jiet al., 2012.

A partir de Celastrus hypoleucus, uma espécie vegetal da familia das Celastraceae
usada na medicina tradicional chinesa para o tratamento da inflamacdo e de tumores,
foram isolados nortriterpenos (Figura 1.4) que demonstraram in vitro propriedades
antitumorais bastante promissoras. Esta atividade antineopldsica dos compostos foi
testada em diversas linhas de células tumorais, como a P-388, A-549, HL-60 e a BEL-
7402, tendo-se obtido para algumas das linhagens celulares valores de ICso (Figura 1.5)
inferiores aos do composto de referéncia — Etopdsido — ou seja, uma melhor atividade

antitumoral que a do Etopdsido (Wang et al., 2010).
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Figura 1.4 Nortriterpenos isolados a partir de Celastrus hypoleucus.

Fonte: Wang et al., 2010.
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Figura 1.5 Valores de ICso (ug/mL) dos nortriterpenos 1-3 isolados de Celastrus hypoleucus.

Fonte: Wang et al., 2010.
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1.2.2. Atividade biolégica e caracterizagdo estrutural de (17R)-
2a,3a,110,23,24-pentahydroxy-19(18 >17)-abeo-28-norolean-12-ene-18-one

(phlomispurpentaolone)

Tinha sido demonstrada, anteriormente, a atividade antimicrobiana in vitro, do
extrato etandlico bruto (EEB) obtido das raizes secas de Phlomis purpurea contra o
oomiceto Phytophthora cinnamomi, agente patogénico responsdvel por uma enorme
devastacdo de culturas agricolas em todo o mundo (Neves et al., 2013). Em 2013, foi
isolada e purificada (Campos, 2013), a partir do EEB de P. purpurea, uma nova substancia
com atividade anti- P. cinnamomi, que foi, posteriormente, estruturalmente
caracterizada por ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D e 2D, espectrometria de
massa por ionizacdo por eletropulverizacdo (ESI/MS), espetroscopia de infravermelho
(IV) e difracdo de raios-X (DRX), tendo a seguinte féormula molecular: [C2oHa606 (mM/z
513,3 ([M+Na]*)]. E um novo nortriterpeno: (17R)-2a,3a,110a,23,24-pentahydroxy-
19(18 217)-abeo-28-norolean-12-ene-18-one, que foi designado por
phlomispurpentaolone (Figura 1.6) (Neves, 2014).

Dada a semelhanca estrutural entre phlomispurpentaolone e alguns dos
nortriterpenos supracitados, com atividades antitumorais promissoras (Sec¢do 1.2.1), é
de supor que possa existir, neste nortriterpeno em estudo, uma acdo antineoplasica

semelhante, o que justifica uma investigacao nesse sentido.
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Figura 1.6 Modelo e estrutura moleculares de phlomispurpentaolone.

Fonte: Neves, 2014.

1.2.3. Perspetivas futuras para a investigacao

Segundo investigadores chineses (Li et al., 2010), até 2010 foi realizada uma
investigacao intensiva sobre as diferentes espécies de Phlomis e as respetivas
propriedades terapéuticas, o que ja conduziu ao isolamento de mais de 150 compostos.
Contudo, algumas espécies de Phlomis ndo foram estudadas ou foram-no soé
parcialmente, o que perspetiva, no futuro, a possibilidade de se isolar novos compostos

e de estudar as suas acoes fitoterapéuticas.

Com base nos resultados obtidos para a sua atividade antitumoral, em funcdo
das estruturas dos compostos nortriterpénicos isolados a partir de diversas espécies de
plantas do género Phlomis, pensa-se que as posicdes C-18 e C-21 tenham funcdes
importantes para a atividade do composto, o que constitui uma boa referéncia parauma
possivel determinagdo futura do farmacéforo do composto phlomispurpentaolone (Liu

etal., 2008).
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1.3. Doengas oncoldgicas e o seu impacto na Saude Publica

A evolugao do panorama da Oncologia a nivel nacional e mundial, tem colocado
enormes desafios aos sistemas de saude. Por um lado, assiste-se a um aumento
consideravel das taxas de incidéncia devido as alteracdes significativas da estrutura da
piramide populacional, onde se caminha para uma populagdo cada vez mais
envelhecida, e devido as alteragGes dos seus estilos de vida (Figura 1.7 e 1.8). Por outro,
verifica-se, também, um aumento da demanda, e para cada doente individual, de mais

meios técnicos e humanos (Miranda et al., 2014).

O cancro assume-se como uma das doencas do futuro (e do presente) que para
além de uma perspetiva clinica multidisciplinar, reclama uma abordagem politico-social
concertada, que se estende para além dos muros das estruturas de saude. O controlo
do cancro compreende diferentes vertentes, que vao da prevencao até ao diagndstico
e ao tratamento, passando pela investigacdo e pela formagao (Miranda et al., 2014;

Nunes et al., 2002).

Segundo um relatdrio apresentado, em 2013, pela International Agency for
Research on Cancer (IARC), a incidéncia e a mortalidade mundial do cancro, em 2012,
aumentou para os 14,1 milhdes e 8,2 milhdes, respetivamente, quando comparados
com os dados de 2008, em que a incidéncia e a mortalidade mundial rondavam os 12,7

e 7,6 milhOes, respetivamente (International Agency for Research on Cancer, 2013).

As disparidades existentes nos tratamentos oncolégicos e nas prdprias taxas de
sobrevivéncia refletem ndo s6 a falta de diretrizes e algoritmos terapéuticos, que visem
melhorar a relacdo custo-eficacia dos cuidados de saude oncoldgicos, como também,
segundo John Seffrin, da American Cancer Society, de uma falha coletiva na atualiza¢do
dos direitos humanos universais, no que diz respeito ao acesso a essas terapéuticas

(Parsi et al., 2011).
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Figura 1.7 Estrutura da piramide populacional em Portugal em 2011 e previsao para 2035.

Fonte: Doenga Oncoldgica em Numeros - 2014, Diregdo-Geral da Satdde (DGS).
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Figura 1.8 Previsdo da evolugdo da incidéncia de cancro em Portugal de 2010 a 2030.

Fonte: Doenga Oncoldgica em Numeros -2014, DGS.

Segundo o relatério de 2013 da IARC, anteriormente referido, é assinalada esta
guestdo da desigualdade e da falta de acesso, dos paises menos desenvolvidos, a
recursos que possibilitem a detecdo e diagndstico precoce do cancro, assim como o
acesso a terapéuticas eficazes no seu combate. Como argumento é apresentado o facto
de os paises desenvolvidos terem as maiores taxas de incidéncia de cancro, mas as
maiores taxas de mortalidade recairem nos menos desenvolvidos (International Agency

for Research on Cancer, 2013).

A necessidade urgente de desenvolver metodologias que permitam uma detecao
e diagndstico precoces e a investigacdo de novos farmacos que permitam aumentar a
eficacia das terapéuticas antineoplasicas atualmente existentes, sdo cruciais para a
redugao das elevadas taxas de incidéncia e de mortalidade oncolégicas, que se estimam
vir a aumentar ainda mais futuramente, e que trazem enormes custos para os Sistemas
Nacionais de Saude. Para além disso, é igualmente necessario o desenvolvimento de
politicas que permitam que estes avancos terapéuticos ndo figuem “blindados” apenas
pelos paises com maiores possibilidades econdmicas, mas que efetivamente cheguem a

toda a populagao mundial.

11



Isolamento e purificagdo do nortriterpeno phlomispurpentaolone a partir de raizes de Phlomis purpurea
e determinagdo da sua atividade citotdxica nas linhas celulares Hela e L929

1.4. Linhas de células tumorais Hela e L929

A cultura celular é uma técnica caraterizada por permitir manter as células vivas
em laboratdrio independentemente do organismo de origem. A utilizagdo desta técnica
possibilitou a melhor compreensdo dos mecanismos moleculares da célula,
contribuindo para avancgos cientificos importantes, por exemplo, na vertente da

producdo de vacinas e na biologia da célula tumoral (Burki, 2010).

As células Hela foram as primeiras células tumorais de origem humana a serem
mantidas num ambiente in vitro. A linhagem Hela, deriva das células de um cancro
cervical de uma mulher chamada Henrietta Lacks, a qual foi feita uma bidpsia durante
uma sessao de radioterapia em 1951, de que foram retiradas as referidas células. Desde
entdo, tém sido usadas para estudar a fisiologia celular e a maquinaria basica comum a
todas as células e mais de 65000 estudos cientificos foram publicados (Hyman & Simons,
2011). Estas células estdo classificadas com um nivel 2 de biosseguranca, de acordo com
o Departamento de Saude e dos Servicos Humanos dos Estados Unidos (U.S.

Department of Health and Human Services, 2009).

A linhagem de células tumorais L929 é proveniente de fibroblastos de ratinhos e
estd classificada com um nivel 1 de biosseguranca, de acordo com o Departamento de
Saude e dos Servicos Humanos dos Estados Unidos (U.S. Department of Health and

Human Services, 2009).

1.5. Ensaios de citotoxicidade: Método MTT

O método tradicional para a descoberta de fdrmacos anticancerigenos é o ensaio
MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) e é frequentemente usado para determinar a
citotoxicidade, proliferacdo e ativacdao de potenciais agentes terapéuticos, baseados na
atividade das enzimas desidrogenase mitocondriais celulares (Cory et al., 1991;

Mosmann, 1983).

A técnica MTT é muito utilizada para monitorizar os compostos citotdxicos

durante o desenvolvimento da quimioterapia ou para controlar os efeitos indesejaveis

12
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durante os estudos pré-clinicos (Riss et al., 2004). O ensaio MTT foi primeiramente
descrito por Mosmann (1983) e desde entdo tem sido alterado e otimizado (Hansen et

al., 1989).

O principio deste método consiste na capacidade das células viadveis reduzirem o
sal tetrazodlio (que confere uma coloragdo amarelada a solugdao) em cristais de
formazano, que por ser um composto insollvel em agua, vai precipitar no citosol celular
e pode ser quantificado apds lise celular. Estes cristais apresentam uma coloragao
purpura e sdo soluveis em dimetilsulféxido (DMSQ), podendo a sua absorvéncia ser
medida usando um espetrofotdmetro a um comprimento de onda de 570 nm (Kim et

al., 2007).

A reducdo do tetrazélio em formazano é catalisada pelas desidrogenases
mitocondriais das células, pelo que, as células mortas devido a acdo de substancias
citotdxicas, por exemplo, ndo vao transformar a solugdo MTT. A intensidade da absorc¢ao

constitui, por isso, uma medida da quantidade de células vivas (Scherliess, 2011).

Este tipo de ensaio de citotoxicidade estd descrito como tendo inumeras
vantagens, entre as quais, a rapidez de andlise, quantificacdo e gestao simultanea de

varias amostras (Shimoyama et al., 1989).

Normalmente, esta técnica gera um grande nimero de compostos candidatos e
requer, por isso, a utilizacdao de modelos animais que permitam, in vivo, testar a eficacia
terapéutica, propriedades farmacocinéticas (absorcdo, distribuicio, metabolismo e
excrecao) e a toxicidade desses compostos. Apenas 1% desses candidatos chegam ao
mercado, pelo que, a realizacdo de testes in vivo torna-se crucial, na medida em que vai
permitir reduzir muito os custos e poupar tempo no processo de desenvolvimento

destes farmacos anticancerigenos (Li et al., 2012).

13
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Capitulo 2

Extracao e isolamento do nortriterpeno phlomispurpentaolone
das raizes de P. purpurea e determinag¢ao da sua atividade
citotdxica nas linhas celulares Hela e L929
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2.1. Materiais e Métodos

2.1.1. Material bioldgico e Reagentes

- Raizes:

As raizes secundarias utilizadas no presente trabalho foram colhidas em Agosto
de 2014, a partir de Phlomis purpurea, com cerca de 2 anos, como descrito por Neves et

al.,, (2013) (Figura2.1).

Figura 2.1 Colheita de raizes de Phlomis purpurea crescendo no campus de Gambelas da Universidade do

Algarve.

- Células Hela e L929:

As células Hela e L929 foram facultadas pelo Centro de Neurociéncias e Biologia
Celular da Universidade de Coimbra e conservadas em azoto liquido (a uma temperatura
de -196°C, a pressdao atmosférica) na Faculdade de Farmdcia de Lisboa, até a realizacdo

dos ensaios de citotoxicidade.
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- Quimicos e Reagentes:

- Preparacao da solucdo de revelacdo de anisaldeido usada na cromatografia em

camada fina (TLC): foi usado etanol absoluto PA, da Panreac’; 4cido sulfurico 95-97%, da

Riedel-de Haén®; 4cido acético 99,8%, da Riedel-de Haén"’; p-anisaldeido, da MERCK";

- Preparacdo do eluente das TLC’s: foi usado acetato de etilo, da marca Valente

e Ribeiro, Lda®; metanol, da marca Riedel-de Haén®;

- Solventes usados na cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC): foi usado

acetonitrilo, da marca Sigma-Aldrich®; dgua purificada;

- Solventes usados na extracdo por solventes: foi usada dgua destilada; acetato

de etilo, da marca Valente e Ribeiro, Lda®, com um ponto de ebuli¢do de 77,1°C;

- Preparacdo da amostra para a coluna: foi usado acetato de etilo, da marca

Valente e Ribeiro, Lda®; silica gel 60, da marca Merck® (0,040-0,063 mm; 230-400 mesh
ASTM);

- Coluna cromatogréfica: foi usado acetato de etilo HPLC grade, da marca Fisher

Chemical®; areia do mar lavada, grio fino QP, da marca Panreac’; metanol para HPLC,

da marca Riedel-de Haén’;

- Ensaio de citotoxicidade: foi usado meio de cultura RPMI 1640, da marca Sigma-

Aldrich® (composicdo detalhada em Apéndice 1); dimetilsulféxido (DMSO), da marca
Sigma-Aldrich®; solu¢cdo HBSS (Hanks Balanced Salt Solution) (composi¢do detalhada em
Apéndice 2), da marca Sigma®; solu¢do MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide), da

marca Sigma’.

- Ensaio de atividade ética: foi utilizado metanol de elevada pureza (99,9%), da

marca Riedel-de Haén®;
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2.1.2. Procedimento de extragao

O protocolo de extragao foi adaptado a partir dos estudos de Carini et al., (2001)
(Carini et al., 2001). As raizes secundarias e finas de cerca de 100 plantas de P. purpurea
foram lavadas com agua corrente e, posteriormente, secas com papel absorvente a
temperatura ambiente (26°C) durante 48 h. De seguida, foram trituradas, com uma
maquina trituradora da marca JOCEL®’, modelo CH-7103 e pesadas numa balanca
analitica da marca PRECISA®, modelo 6200 D SCS. As raizes secas de P. purpurea foram

divididas em agregados de 50 g, num total de 150 g.

A cada conjunto de 50 g de raizes secas foram adicionados 700 mL de uma
solugdo etandlica aquosa a 70% (v/v), contendo 0,1% (m/v) de acido ascérbico para
evitar a oxidacdo e colocados em agitacdo durante 7 dias, num agitador da marca
Labotron®, a uma velocidade de 100 rota¢cdes por minuto (RPM), de forma a assegurar a

homogeneizagdao do extrato.

Apds os 7 dias de agitacdo, obteve-se um EEB, de coloracdo laranja-acastanhada,
que foi posteriormente filtrado em papel absorvente, de maneira a permitir reter
apenas as raizes trituradas e as impurezas do solo. Estes residuos retidos, foram
colocados novamente em agitacao, durante 7 dias, e fez-se uma reextracdao dos mesmos
utilizando o mesmo solvente, com o intuito de extrair a maior quantidade possivel de

phlomispurpentaolone.

Foi realizada uma TLC para aferir relativamente a presenca do composto de
interesse no EEB. Utilizou-se um sistema de eluentes constituido por acetato de
etilo:metanol (97%/3%) e usou-se como referéncia o nortriterpeno isolado pela Doutora

Dina Neves, durante o seu trabalho de doutoramento.

O etanol do EEB foi evaporado a 70°C num evaporador rotativo da marca
Heidolph®, modelo WB 2000, e com o auxilio de uma bomba de vicuo da marca Biichi
Vac®, modelo V-500, a 270 mmHg. Durante este processo é necessario ter especial
atencdo a possivel formacdo de espuma, devido as saponinas presentes no EEB, e ao

risco de haver absor¢ao do extrato para o baldo de recolha, pelo que foi utilizada uma
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velocidade baixa de rotacdo. No caso de haver a formacdo de espuma, deve-se abrir

imediatamente a torneira de vdcuo até a espuma desaparecer.

- Procedimento para a preparacao da solugao de revelagdo de anisaldeido usada nas
TLC’s: foram adicionados lentamente e com agitacdo 10,93 mL de acido sulfurico
concentrado a 290,6 mL de etanol. Posteriormente, adicionou-se 3,125 mL de acido
acético glacial e, por fim, 0,781 mL de p-anisaldeido. Apds uma adequada agitacao,
homogeneizacao e arrefecimento da solucao de revelacdo, esta foi transferida para um

frasco de vidro ambar, devido a sua fotossensibilidade (Londhe et al., 2013).

2.1.3. Analise HPLC

- Preparagao da solugao de Extrato Bruto

Para a realizagdo da anadlise por HPLC foram utilizados 10 mL de extrato bruto
sem etanol (EBSE), que foram previamente filtrados sob vacuo, através de um filtro de
fibra de vidro. Mais uma vez, foi tida particular atengdao ao vacuo, pois a formacgao e
ascensdo da espuma, devido as saponinas, ao longo do kitasato poderia atingir o tubo

de vacuo e perder-se parte do composto de interesse.

De seguida, foi colocada a solugao filtrada de EBSE (10 mL) num frasco de vidro
e foi diluida, sequencialmente, 10x (amostra PP_10x) e 100x (amostra PP_100x), com
etanol a 10% (v/v) (Figura 2.2). Foram filtradas, novamente, as respetivas solu¢des
diluidas, num filtro Millipore® 0,45 um PVDF Hydrophilic, na ponta de uma seringa de

2,5 mL para esterilizar as amostras.
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Figura 2.2 llustragdo das diluigdes do EBSE em 10x (a esquerda) e em 100x (a direita).

- CondicOes de analise

A analise HPLC do EBSE, foi realizada usando equipamento da marca Agilent
Technologies®’, modelo 1100 Series (Figura 2.3) e uma seringa de 25 pL da marca

Microliter™ Syringes.

O aparelho foi programado para um tempo de andlise de 20 minutos e a fase
movel consistiu num gradiente de eluentes de acetonitrilo:dgua, de acordo com os

dados ilustrados na Tabela 2.1. O fluxo utilizado foi de 0,800 mL/min.

Antes da aplicacdo das amostras foi lavada a microseringa trés vezes, com a

solugdo a inserir.
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Figura 2.3 llustragdo do equipamento HPLC utilizado.

Tabela 2.1 Gradiente de eluentes usados na HPLC (Fluxo de 0,800 mL/min).

Tempo CHsCN H20
(min) (%) (%)
0 15 85
3 15 85
8 50 50
10 50 50
12 85 15
15 85 15
16 15 85

2.1.4. Extragdo liquido-liquido

Foi realizado um ensaio preliminar a fim de se otimizarem os volumes de
solventes a adicionar ao EBSE. Foram adicionados 20 mL de acetato de etilo e 15 mL de
agua destilada por cada 5 mL de EBSE. A fase aquosa foi recolhida e realizou-se,
posteriormente, uma nova extracdo com 20 mL de acetato de etilo. Em cada uma das

extragoes liquido-liquido e antes da recolha da fase aquosa, foi realizada uma TLC da
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fase orgéanica para aferir sobre a presenca de composto-alvo, na referida fase. Foram
realizadas cinco extragdes liquido-liquido. No final, a fase aquosa foi também analisada

por TLC para aferir sobre a possivel existéncia de composto de interesse nesta fase.

O acetato de etilo, presente nas fases organicas recolhidas, foi evaporado a 85°C
num evaporador rotativo da marca Heidolph®, modelo WB 2000, e com o auxilio de uma
bomba de vicuo da marca Biichi Vac®, modelo V-500, a 680 mmHg, de forma a
concentrar o composto-alvo. Apds a realizacdo do ensaio preliminar, foi iniciado o
Ensaio 1 (Figura 2.4), onde foram utilizados 100 mL de EBSE, 400 mL de acetato de etilo
e 300 mL de agua destilada. Foram realizados no total doze ensaios, sendo que, por cada

um deles foram feitas cinco extrac¢des liquido-liquido.

Apds a realizacdo da extracdo liquido-liquido de cerca de 1700 mL de EBSE e da
concentracao da amostra, através da evaporacao de todo o acetato de etilo, obteve-se

15,22 g de um residuo de consisténcia muito viscosa e de cor acastanhada.

Figura 2.4 Extracgdo liquido-liquido do Ensaio 1. A fase organica encontra-se em cima e a fase aquosa em

baixo.
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2.1.5. Separagao de phlomispurpentaolone por cromatografia preparativa em
coluna

- Preparagdo da amostra para a coluna: um terco do residuo (cerca de 5,07 g)
foi dissolvido em 60 mL de acetato de etilo e misturado com 15 g de silica gel. Foi
colocada a mistura no evaporador rotativo a 80°C e a 610 mmHg, de forma a evaporar

todo o solvente e a impregnar a silica com a amostra.

- Preparagao da coluna cromatografica: uma coluna cromatografica com 40 cm
de comprimento e 2,5 cm de diametro foi empacotada usando fibra de vidro, na base,
e adicionando cerca de 80 g de silica e acetato de etilo lenta e uniformemente, de forma
a evitar a formacdo de bolhas de ar, até trés quartos da altura da coluna.
Posteriormente, foi adicionada cuidadosamente e no topo da coluna, uma camada de
areia (cerca de 0,5 cm), seguida da amostra impregnada em silica (cerca de 2,5 cm), de
maneira a serem obtidas camadas planas. Por fim, a coluna foi submetida a um fluxo
constante de acetato de etilo de 2 mL/min, mediante a utilizagdo de uma bomba de
aplicacdo de pressdo, da marca Shimadzu LC-6A Liquid Cromatograph® (Figura 2.5). O

sistema de eluicdo foi escolhido com base na otimizacgao feita por Campos (2013).

As fracOes foram recolhidas, evaporadas e, posteriormente, analisadas por TLC.
De acordo com a literatura (Neves, 2014), o nortriterpeno é eluido entre os 4,5-6 L de
solvente. Foram, por isso, recolhidas fracdes de volumes decrescentes: 0,5-2 L numa
fase inicial, seguidas de fracdes de 100 mL e, por fim, fracdes de 50 mL até nao se registar
composto-alvo nas TLC's. A partir do momento em que se comecou a eluir
phlomispurpentaolone com poucas impurezas, foi adicionado ao acetato de etilo, 1% de

metanol para acelerar a elui¢do (Tabela 2.5). Foram usados 9-10 L de eluente.

As fracGes contendo phlomispurpentaolone foram combinadas, de acordo com

0 seu grau de pureza, e o solvente totalmente evaporado até a secura.
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O composto-alvo foi recristalizado em 1 mL de acetato de etilo. A solugao foi
colocada durante 24 h a 4°C, para favorecer a formacgao de precipitados. Os cristais de
phlomispurpentaolone foram filtrados e, seguidamente, lavados com acetato de etilo

frio.

Figura 2.5 Coluna cromatografica: Esquema de montagem.

2.1.6. Ensaios de citotoxicidade

As amostras de células tumorais Hela e L929, cedidas pela entidade referida na
seccdo 2.1.1., foram adicionadas ao meio de cultura RPMI e colocadas a incubar a 37°C,
em 5% de CO,, numa incubadora da marca Thermo Electron Corporation®, modelo HERA
Cell 150, de forma a assegurar a aderéncia a superficie do frasco e permitir a iniciagao
do seu ciclo proliferativo. Passadas 72 horas de incubagdo, foi removido o meio de
cultura e foi adicionada a solucdo de Tripsina-EDTA, para facilitar o processo de remocao

das células da superficie do frasco.

Fez-se uma diluicdo de 1:10 das células obtidas para facilitar a sua contagem no

hematocitémetro (Sigma-Aldrich®). As contagens das células tumorais foram feitas num
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microscépio 6tico da marca Nikon®, modelo Eclipse TS100, tendo sido realizadas

contagens de 4 quadrados do hematocitémetro (Tabela 2.2).

Tabela 2.2 Determinagdo do nimero médio de células em cada quadrado do hematocitometro.

Hela L929
12 quadrado 3 5
29 quadrado 2 7
32 quadrado 8 4
42 quadrado 7 5
Média 5 5,25

Foi, em seguida, determinado o nimero de células por mm3 e a densidade celular

(Tabela 2.3).

Tabela 2.3 Densidades celulares de cada solugdo inicial de células tumorais e respetivos volumes a pipetar.

Células/mm?3 Densidade Celular 2
(células/mL) (mL)

Hela 500 5x10° 2,4
L929 525 5,25 x 10° 2,29

A definicdo do valor de densidade celular a utilizar € um parametro muito

importante neste tipo de testes, pois ao passo que uma densidade celular excessiva

pode resultar em condicOes desfavordveis para a proliferacao das células na placa de 96
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pocos, uma muito baixa pode comprometer a determinacao da viabilidade das mesmas,
devido a proliferagdo pouco significativa. A densidade celular deve entdo ser
estabelecida de acordo com a taxa de proliferacdo das linhas de células tumorais

utilizadas no ensaio.

Com base na densidade celular determinada para as linhas de células tumorais
Hela e 1929 e tendo em consideracdo o facto de que o valor mais favoravel para se
colocar na placa de 96 pocos é de 10° células/mL e de que o volume a colocar em cada
poco era de 100 pL, verificou-se que no final seriam necessarios cerca de 9,6 mL de
solucdo de células para perfazer todos os pocos. Contudo, para ter uma boa margem de
seguranca e prevenir algum possivel imprevisto técnico, foi estipulado o volume de 12

mL. Considerando a férmula seguinte:

VixCi=V2xC,

em que Vi é o volume que é necessario pipetar a partir da solucdo inicial de células, C1
a densidade celular determinada para cada linhagem de células, C; a densidade celular
estabelecida para aplicar na placa de 96 pogos e V2 o volume necessdrio para perfazer
0s 96 pocos da placa, pode ser determinado o volume de células necessario pipetar a

partir da solucdo inicial de células (Tabela 2.3).

A solucdo-m3e (1x10° células/mL) foi misturada e uniformizada, de forma a
assegurar o mesmo numero de células em cada pogo e, posteriormente, foram
adicionados 100 uL da respetiva solucdo a cada pogo da placa de 96 pocos. Foi realizada

uma placa para cada linha de células tumorais.

Para a preparacdo das solucdes-stock, constituidas por phlomispurpentaolone e
o solvente dimetilsulféxido (DMSO), foram primeiramente escolhidas as fra¢des de
phlomispurpentaolone mais puras (R39-50 e R51-62), para serem testadas nas linhas de

células tumorais.

As massas de cada fracdo foram pesadas numa balanca analitica, da marca

PRECISA®, modelo 6200 D SCS. A partir da massa molecular de phlomispurpentaolone
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(490,671 g/mol), das respetivas massas do composto presentes nas fragcdes usadas, e da
concentracdo final definida para a solugao-stock — 15 mM — foram determinados os

volumes de DMSO necessarios para a preparacao das referidas solu¢des (Tabela 2.4).

Tabela 2.4 Determinagdo do volume de solvente (DMSO) a adicionar a respetiva fragdo de

phlomispurpentaolone, para a preparag¢do da solugdo-stock.

Massa n Volume DMSO
(mg) (mmol) (mL)
R39-50 7,5 1,52 x 102 1,02
R51-62 1,1 2,24 x103 0,149

Devido ao facto de o DMSO ser tdxico para as células em concentragdes
superiores a 1% (volume/volume), realizou-se uma diluicdo de 1:100 da solu¢do-stock.
Foram, por isso, retirados 20 pL de solugcao-stock e adicionados a 1980 uL de meio de

cultura, de forma a obter uma nova solugao-stock de concentra¢ao 150 uM.

Foram preparadas trés novas solucdes-stock (150 pM): uma para a fracao R39-50,
outra para a fragdo R51-62 e outra para o solvente DMSO, esta ultima formada por 20 plL

de solvente puro e 1980 puL de meio de cultura.

De acordo com os resultados de investigacdes prévias, realizadas sobre
nortriterpenos de outras espécies de Phlomis (Liu et al., 2008), foi estabelecida uma
gama de concentragdes (ndo otimizadas) de phlomispurpentaolone a aplicar na placa de
96 pocos, durante o ensaio preliminar. As concentracdes definidas foram obtidas a partir
de diluicGes das solugdes-stock, estando os respetivos volumes de solucdo-stock e de
meio de cultura indicados na Figura 2.6. De notar, também, que para o ensaio

preliminar, foram realizados triplicados de cada concentracdo.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A X X X X X X X X X X X X
B X 5pM  20pM  40pM  50pM 100puM 150uM X 5pM  20pM  40pM X
C X |96,7uL 86,7uL 73,4uL 66,7uL 33,4uL - X |96,7uL 86,7uL 73,4uL| X
D X |3,3uL 13,3uL 26,6pL 33,3uL 66,6pL 150uL X 3,3uL  13,3pL 26,6pL | X
E X 50pM 100pM 150puM X 5uMm  20pM  40pM  50pM  100pM 150uM | X
F X |66,7uL 33,4uL - X | 96,7uL 86,7uL 73,4uL 66,7uL 33,4uL - X
G X [33,3uL 66,6pL 150uL | X 3,3uL  13,3uL 26,6plL 33,3uL 66,6puL  150pL | X
H X X X X X X X X X X X X

X : Foram aplicados 100 pL de meio de cultura

Foi utilizada a solugdo-stock correspondente a fracdao R39-50

Legenda Foi utilizada a solugdo-stock correspondente a fragdo R51-62

Foi utilizada a solugdo-stock de DMSO a 1%

Figura 2.6 Ensaio preliminar: Gama de concentragdes escolhidas e respetivos volumes a pipetar para a
placa de 96 pogos. A preto estdo discriminados os volumes de meio de cultura a adicionar, ao passo que

a vermelho estdo os volumes de solugdo-stock.

Como se pode verificar na Figura 2.6, os pocos das extremidades da placa de 96
pocos nao foram utilizados para colocar amostra. Nestes pogos foram apenas colocados
100 uL de meio de cultura, devido ao facto de se registar, nestas regides da placa de 96
pocos, uma maior evaporacdo do meio de cultura, que iria interferir na

reprodutibilidade dos resultados. As placas foram colocadas a incubar durante 24 horas.

Apds o periodo de incubacdo das células do Ensaio Preliminar, a 37°C e a 5% de CO,,
foi realizada uma anélise qualitativa, num microscépio ético, da marca Nikon®, modelo

Eclipse TS100, para verificar o estado das respetivas linhas celulares.
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Posteriormente, foi elaborada a planificacdo do ensaio bioldgico seguinte, onde foi
utilizada a linha de células tumorais Hela, com uma densidade celular
de 5x10* células/mL, a fracdo de amostra mais pura (R39-50) e a gama de concentracdes
entre 10-100 pM. Neste ensaio de toxicidade foram feitas 6 réplicas de cada

concentragao (Figura 2.7).

Apds 72 horas de incubacdo das células Hela, a 37°C e a 5% de CO,, estas foram
previamente submetidas a uma lavagem com 150 pL de uma solugdo salina — HBSS
(Hanks Balanced Salt Solution) — com o objetivo de assegurar a completa remocao de
phlomispurpentaolone do meio, antes de se adicionar a solugao MTT. Posteriormente,
foram adicionados 100 uL de solu¢do de MTT e, apds 4 horas de incubagdo das células
tratadas com a solucdo de MTT, foi realizada a leitura num espectrofotémetro leitor de
placas, da marca BMG LABTECH®, modelo SPECTROstar Omega, a um comprimento de
onda de 570 nm.

Todos os procedimentos executados durante a realizacdo dos ensaios de
citotoxicidade foram elaborados numa camara de fluxo de ar laminar vertical, de nivel 2

de seguranca bioldgica, da marca Telstar® Bio || Advanced.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A X X X X X X X X X X X X
B X | 10uM 20uM 25pM  30uM  35uM  40uM  45uM  50uM  100puM | X X
C X ]93,33uL 86,7uL 83,34uL 80,00uL 76,64uL 73,34uL 69,97ulL 66,67uL 33,34uL| X X
D X | 6,67uL 13,3uL 16,66uL 20,00uL 23,36plL 26,66uL 30,03uL 33,33uL 66,66uL| X X
E X X X
F X X X
G X X X
H X X X X X X X X X X X X

X : Foram aplicados 100 pL de meio de cultura

Legenda | Foj utilizada a solucdo-stock correspondente a fracdo R39-50

Figura 2.7 Ensaio de toxicidade: Gama de concentragGes escolhidas e respetivos volumes a pipetar para
a placa de 96 pocos. A preto estdo discriminados os volumes de meio de cultura a adicionar, ao passo que

a vermelho estdo os volumes de solugdo-stock.

2.1.7. Determinagao da atividade ética

Para a determinacdo da atividade ética de phlomispurpentaolone foi utilizado
um polarimetro da marca PERKIN-ELMER®, modelo 241MC. Primeiramente, foram
dissolvidas 7,5 mg da amostra mais pura (fracdo R38-50) em 1 mL de metanol HPLC e
calibrou-se o polarimetro com metanol HPLC. A seguir, foram realizadas as leituras de
rotacdo otica tendo em consideracdo as seguintes condic¢des: utilizou-se uma célula de
guartzo, de capacidade de 1 mL; 20-40 pA de energia; uma lampada de sédio (589,3 nm)
e uma lampada de mercurio (435, 546 e 578 nm) como fontes de luz; as leituras foram

realizadas numa sala a 20°C.

O célculo da rotacdo especifica ([a]ﬁoc) foi determinado segundo a férmula:

[a]}{"c _ 100 «

lc
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em que a é o angulo de rota¢do, medido no polarimetro, [ é o comprimento do tubo da

amostra (em dm) e ¢ é a concentrac¢do da amostra (g/100 ml de solucdo).

2.2 Resultados e Discussao

2.2.1. Procedimento de extra¢ao

Phlomispurpentaolone cora de amarelo agquando da utilizacdo de uma solucdo
de revelagdo de anisaldeido, seguida de aquecimento (Neves, 2014). Com base na TLC
realizada (Figura 2.8) aferiu-se que o composto alvo estava presente no EEB. No
entanto, verificou-se também que houve um deslocamento diferente na placa de TLC
para as manchas amareladas, correspondentes ao composto de interesse, o que pode
ser justificado pelo facto da mobilidade de um determinado composto, em TLC, poder
ser afetada pela natureza do solvente em que esta dissolvido e colocado na placa

cromatografica.

Figura 2.8 Cromatografia em camada fina, em que “Ref.” é a referéncia (phlomispurpentaolone) e “Ext.”

é o extrato etandlico bruto (EEB).
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2.2.2. Analise HPLC

Esta andlise por HPLC teve como intuito confirmar a presenca de
phlomispurpentaolone na solucdo de EBSE. Sabe-se que o tempo de retencdo do
nortriterpeno alvo é de aproximadamente 12 minutos, nas condi¢des referidas

anteriormente, na secg¢ao 2.1.3.

A escolha do sistema de eluentes utilizado tem por objetivo eliminar,
primeiramente, os compostos hidrofilicos, que vao ser arrastados pelo solvente aquoso,
e posteriormente, arrastar os compostos hidrofébicos, onde estd incluido
phlomispurpentaolone, com o eluente organico. A medida que a percentagem de
acetonitrilo aumenta, os compostos apolares mais fortemente retidos na fase
estaciondria (hidrofébica) utilizada, serdo mais rapidamente arrastados para fora da

coluna.

O aparelho regista trés curvas durante a andlise, cada uma relativa a um
comprimento de onda especifico: 220, 250 e 280 nm. Com base na andlise das curvas
para a amostra PP_10X, pode-se verificar que a que detém o pico mais limpo e bem

definido, do composto alvo, é a correspondente aos 250 nm (Figura 2.9 e 2.10).
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Figura 2.9 Cromatogramas HPLC da amostra PP_10X, a comprimentos de onda de 220,250 e 280 nm,
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respetivamente.
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Figura 2.10 Cromatograma correspondente a andlise a 250 nm. A seta indica o pico relativo ao momento

da eluicdo de phlomispurpentaolone.

2.2.3. Extragao liquido-liquido

Trabalhos anteriores (Neves, 2014) demonstraram através das técnicas de TLC e
de HPLC-MS, que phlomispurpentaolone, derivado a sua estrutura maioritariamente
apolar, se dissolve mais na fase organica, constituida por acetato de etilo, do que na fase

aquosa.

Como se pode observar pela Figura 2.11, ndo é detetada na fase aquosa a
mancha amarela caracteristica de phlomispurpentaolone, o que indica que o composto

ja ndo esta presente, ou que esta presente mas muito diluido na respetiva fase.

Por outro lado, e tendo por base a TLC relativa a 52 extracdo liquido-liquido do
ensaio preliminar (Figura 2.12) verifica-se que se conseguiu extrair uma pequena
guantidade de composto-alvo para a fase organica. Para além disso, é possivel observar

a presenca de diversos outros compostos (impurezas) na fase organica.
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Figura 2.11 TLC da primeira extragdo liquido-liquido do ensaio preliminar. Do lado esquerdo da placa, foi
aplicado o composto de referéncia (phlomispurpentaolone) e do lado direito, foi aplicada uma amostra

da fase aquosa.

Figura 2.12 TLC da quinta extragdo liquido-liquido do ensaio preliminar. Do lado esquerdo da placa, foi
aplicado o composto de referéncia (phlomispurpentaolone), no centro da placa foi aplicada uma amostra
da fase organica e do lado direito, uma da fase aquosa. As setas identificam a mancha amarelada

caracteristica do composto-alvo.
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2.2.4. Separagao de phlomispurpentaolone por cromatografia preparativa em
coluna

Preparagao da amostra para a coluna cromatografica

Durante o processo de evaporagdo do acetato de etilo e impregnacdo da silica com
a amostra, realizado no evaporador rotativo, teve-se especial atencdo ao momento da
completa secagem da silica, de forma a evitar que esta fosse “sugada” pela a¢do do

vacuo.
Coluna cromatografica

Para a obtencdo de uma boa separacao e purificacdo do composto-alvo foi crucial a
cuidada preparacao da coluna cromatografica. A fase de empacotamento da coluna com
a silica, por exemplo, é um dos fatores a ter em consideracdo, no qual a obtencdo de
uma coluna compacta e uniforme, ou seja, sem bolhas de ar é determinante para a
rigorosa separacao dos diversos compostos existentes na amostra. Outro fator crucial é
a adicdo da areia a coluna, que deve ser lenta e permitir a forma¢ao de uma camada fina
e uniforme. A areia vai ficar entre a silica e a amostra e tem o objetivo de evitar que a
camada de silica seja danificada durante a adicdo da amostra e, consequentemente, que
haja um alargamento das bandas, obstando a rigorosa separacdao e purificacdo do

composto-alvo.

Para proceder ao isolamento e purificagdo de phlomispurpentaolone foram
realizadas duas colunas cromatograficas. A recolha das fracdes foi feita de acordo com
as condicOes referidas na secc¢do 2.1.5, estando os dados discriminados nas Tabelas 2.5

e 2.6.
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Tabela 2.5 Fragdes recolhidas durante a primeira coluna cromatografica.

Recolha (R) VRecolhido Votal Eluido Recolha (R) | VRecolhido | VrotalEluido
(mL) (mL) (mL) (mL)
R1 1680 1680 R29 50 4606
R2 500 2180 R30 50 4656
R3 100 2280 R31 50 4706
R4 100 2380 R32 50 4756
R5 100 2480 R33 50 4806
R6 100 2580 R34 50 4856
R7 100 2680 R35 50 4906
R8 100 2780 R36 50 4956
R9 100 2880 R37 50 5006
R10 100 2980 R38 50 5056
R11 100 3080 R39 50 5106
R12 100 3180 R40 50 5156
R13 50 3230 R41 50 5206
R14 50 3280 R42 50 5256
R15 50 3330 R43 50 5306
R16 50 3380 R44 50 5356
R17 50 3430 R45 50 5406
R18 50 3480 R46 50 5456
R19 50 3530 R47 50 5506
R20 50 3580 R48 50 5556
R21 50 3630 R49 50 5606
R22 50 3680 R50 50 5656
R23 50 3730 R51 50 5706
R24 50 3780 R52 50 5756
R25 50 3830 R53 50 5806
R26 626 4456 R54 50 5856
R27 50 4506 R55 50 5906
R28 50 4556 Foi interrompida a eluigdo
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R56 50 5956 R82 50 8958
R57 50 6006 R83 50 9008
R58 50 6056 R84 50 9058
R59 50 6106 R85 50 9108
R60 50 6156 R86 50 9158
R61 50 6206 R87 50 9208
R62 50 6256 R88 50 9258
R63 100 6356 R89 50 9308
R64 222 6578 R90 50 9358
R65 100 6678 R91 50 9408
R66 100 6778 R92 50 9458
R67 50 6828 R93 50 9508
R68 50 6878 R94 50 9558
R69 50 6928 R95 50 9608
R70 50 6978 R96 50 9658
R71 50 7028 R97 50 9708
R72 50 7078 Foi interrompida a eluigdo
R73 1430 8508

R74 50 8558

R75 50 8608

R76 50 8658

R77 50 8708

R78 50 8758

Foi adicionado 1% metanol

R79 50 8808

R80 50 8858

R81 50 8908
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Tabela 2.6 FragGes recolhidas durante a segunda coluna cromatografica.

Recolha (R) VRecolhido Votal Eluido Recolha (R) | VRecolhido | VrotalEluido
(mL) (mL) (mL) (mL)
R1 1500 1500 R29 50 3708
R2 374 1874 R30 50 3758
R3 100 1974 R31 50 3808
R4 100 2074 R32 50 3858
R5 100 2174 R33 50 3908
R6 100 2274 Foi interrompida a eluigdo
R7 100 2374 R34 50 3958
R8 100 2474 R35 50 4008
R9 100 2574 R36 50 4058
R10 100 2674 R37 50 4108
R11 50 2724 R38 50 4158
R12 50 2774 R39 50 4208
R13 50 2824 R40 50 4258
R14 50 2874 R41 50 4308
R15 50 2924 R42 50 4358
R16 134 3058 R43 50 4408
R17 50 3108 R44 50 4458
R18 50 3158 R45 50 4508
R19 50 3208 R46 50 4558
R20 50 3258 R47 50 4608
R21 50 3308 R48 50 4658
R22 50 3358 R49 100 4758
R23 50 3408 R50 50 4808
R24 50 3458 R51 50 4858
R25 50 3508 R52 50 4908
R26 50 3558 R53 50 4958
R27 50 3608 R54 50 5008
R28 50 3658 R55 50 5058
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R56 50 5108 R74 50 6108

Foi interrompida a elui¢do R75 50 6158
R57 50 5158 R76 50 6208
R58 50 5208 R77 100 6308
R59 50 5258 R78 50 6358
R60 50 5308 R79 50 6408
R61 50 5358 R80 50 6458
R62 50 5408 R81 50 6508
R63 150 5558 R82 50 6558
R64 50 5608 R83 50 6608
R65 50 5658 R84 50 6658
R66 50 5708 R85 50 6708
R67 50 5758 R86 50 6758
R68 50 5808 R87 50 6808
R69 50 5858 R88 100 6908
R70 50 5908 R89 100 7008
R71 50 5958 R90 100 7108
R72 50 6008 Foi interrompida a elui¢do
R73 50 6058

O controlo da elui¢ao de phlomispurpentaolone foi feito com base na analise por
TLC de cada uma das fragoes recolhidas. Atendendo a Figura 2.13, verifica-se que a partir
da fracdo R24, comeca a sair o composto de interesse, ainda que muito impuro. A partir
da fracao R72 regista-se uma melhoria significativa no grau de pureza do composto
recolhido, pelo que a partir da fracdo R78 foi adicionado 1% de metanol ao eluente da

coluna, de maneira a acelerar o arrastamento de phlomispurpentaolone.

Com base numa analise qualitativa das TLCs efetuadas, foram agrupadas as fra¢des
da primeira coluna cromatografica, que continham phlomispurpentaolone, de acordo

com o seu grau de pureza: R29-43, R44-52, R53-58, R59-66, R67-78 e R78-97.
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Figura 2.13 Primeira coluna cromatografica: Controlo da eluicdo de phlomispurpentaolone por TLCs.

A pureza do acetato de etilo recuperado foi analisada através de uma TLC, para inferir
relativamente a sua possivel utilizagdo durante a segunda coluna cromatografica.

Verificou-se que o solvente ndo estava contaminado (Figura 2.14).

Figura 2.14 Andlise qualitativa da pureza do acetato de etilo recolhido na primeira coluna cromatogréfica.

Foi utilizado como eluente a mistura acetato de etilo:metanol (85%/15%).

Antes da realizagdo da segunda coluna cromatografica, foi testada, também, a

eficacia duma TLC preparativa para separar as impurezas do composto de interesse,
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utilizando como eluente, o acetato de etilo e, como amostra, a fracdo mais impura
obtida na primeira coluna (R29-43). Foi verificado que phlomispurpentaolone e as
impurezas ndo se separam adequadamente, pelo que foi abandonada esta alternativa

de purificacdo de phlomispurpentaolone.

Com base na observac¢ao das TLCs analiticas realizadas durante a primeira coluna
cromatografica, em que o sistema de eluentes acetato de etilo:metanol (85%/15%),
proporcionou uma razodvel separacdo dos diferentes compostos contidos em cada
fracdo, foi elaborada uma alteracdo ao protocolo da separacdo cromatografica: passou
a ser utilizado acetato de etilo:metanol (85%/15%) desde o inicio. Além disso, também
foi diminuido o tamanho da camada de amostra, que passou para os 2 cm, de maneira

a ndo sobrecarregar demasiado a coluna cromatografica.

Com base na observacdo das TLCs efetuadas durante a segunda coluna
cromatografica, foram agrupadas as fragbes, que continham phlomispurpentaolone, de

acordo com o seu grau de pureza: R30-38, R39-50, R51-62, R63-90.

Como se pode constatar pelas TLCs anteriormente apresentadas, nenhuma das
fragdes recolhidas apresentou um grau de pureza absoluto, o que revela que uma
simples coluna cromatografica ndo ¢é o suficiente para conseguir isolar
phlomispurpentaolone dos restantes compostos, presentes nas raizes de P. purpurea.
Contudo, e de forma a assegurar o maior grau de pureza do composto de interesse, os
diferentes grupos de fracdes, recolhidas em ambas as colunas, foram submetidos a um
processo de recristalizacdo, seguido de filtracdo. Em seguida, os cristais de
phlomispurpentaolone obtidos a partir de cada grupo de fragdes foram rigorosamente

pesados numa balanga analitica e analisados por TLC (Tabela 2.7 e Figura 2.15).
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Tabela 2.7 Resultados das pesagens dos cristais de phlomispurpentaolone obtidos a partir dos diferentes

grupos de fragGes.

Primeira coluna cromatografica

Fragdo Massa (mg)
R29-43 5,5
R44-52 3,3
R53-58 1,2
R59-66 0,3
R67-78 1,1
R79-82 0,8
R83-97 0,8

Segunda coluna cromatografica

Fracao Massa (mg)
R30-38 0,8
R39-50 7,5
R51-62 4,7
R63-90 4,4

Constatou-se que as fragOes resultantes da primeira coluna cromatogréfica
continham mais impurezas (ainda que em infimas quantidades) do que as fracdes
obtidas na segunda coluna. A fracdo mais pura (R39-50) foi escolhida para ser submetida

aos testes de rotacdo dtica e ensaios de citotoxicidade.
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Figura 2.15 Cromatografia em camada fina (TLC) dos cristais de phlomispurpentaolone obtidos a partir da

segunda coluna cromatografica. Como eluente foi usada a mistura acetato de etilo:metanol (85%/15%).

2.2.5. Ensaios de citotoxicidade

As células necessitam de cerca de 24 h para aderirem adequadamente a superficie
do frasco e poderem iniciar o seu ciclo proliferativo. S6 apds a completa aderéncia das
mesmas é que se pode substituir o meio de cultura. O meio de cultura utilizado — RPMI
— possui na sua composi¢cdao um indicador de pH — Vermelho de Fenol — que nos ensaios
bioldgicos tem como principal funcdo indicar o estado do meio de cultura. Este indicador
apresenta uma coloracdao avermelhada em ambientes alcalinos e amarelada em

ambientes acidicos.

A medida que as células se dividem e executam as suas atividades metabdlicas, o
consumo de nutrientes existentes no meio aumenta, assim como a quantidade de
substancias resultantes do metabolismo que sdo libertadas no mesmo, tornando o meio
mais acidico. Esta coloracdao amarelada é indicadora de que se deve substituir o meio de

cultura, de forma a evitar que as células morram.

Apds aincubagao inicial das células tumorais e obtengao de uma completa aderéncia

das mesmas a superficie do frasco, adicionou-se a solucdo de Tripsina-EDTA,
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precisamente para proporcionar o efeito oposto nas células. Durante o processo de
remocgao das células da superficie do frasco e antes da adi¢ao da solugao de Tripsina-
EDTA, é essencial uma lavagem com Tripsina-EDTA diluida em PBS, visto que o meio de
cultura RPMI possui 0,5% de soro na sua composi¢do e este ultimo inibe a atividade da
enzima. Assim, apds a eliminagdo do meio de cultura RPMI, é crucial efetuar uma

lavagem que assegure a remocao de vestigios de soro do frasco.

A lavagem do frasco com a Tripsina-EDTA diluida em PBS é um procedimento seguro,
na medida em que é tdo rapido que nado coloca em risco a libertacdo das células da

superficie do frasco.

Nos ensaios bioldgicos o ideal seria obter uma atividade citotéxica do composto de
interesse que se traduzisse em ICso na ordem dos nM. Contudo, pode-se considerar

como interessante uma citotoxicidade que corresponda a ICsp < 20 uM.

A observacdo das placas ao microscépio 6tico, realizada durante o ensaio preliminar,
teve como intuito inferir sobre a adequabilidade da gama de concentracdes utilizada,
ou seja, verificar para que valor de concentracdo de amostra, se deteta atividade

citotoxica. Os resultados desta analise qualitativa encontram-se indicados na Tabela 2.8.

Tabela 2.8 Resultados da anélise qualitativa do ensaio preliminar.

Hela L929
C220 uM, C=50 uv, C2100 uMV,
Fragdo R39-50 todas as células algumas células todas as células
estavam mortas estavam vivas estavam mortas
C2100 uM, C=50 uwv, C2100 pMV,
Fragdo R51-62 todas as células estavam | algumas células todas as células
mortas estavam vivas estavam mortas

DMSO a 1%

N3o foi detetado qualquer efeito sobre a viabilidade das

células
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Com base na tabela anterior verifica-se que, para as células tumorais L929, a
citotoxicidade das amostras (R39-50 e R51-62) sé é registada a partir de concentragdes
de 100 uM, concentracdo para a qual todas as células L929 estdo mortas. Como a
concentragdao imediatamente antes, dentro da gama de concentragdes estabelecida,
para a qual ainda se encontram células vivas é a de 50 uM, pode-se inferir que o ICso de

phlomispurpentaolone para as células L929 esta compreendido entre 50 e 100 uM.

Por outro lado, nas células Hela, foram obtidos resultados diferentes para as
fracoes de phlomispurpentaolone utilizadas. Para a fracdo mais pura do composto (R39-
50), a concentracdo de 20 uM foi suficiente para matar todas as células tumorais, ao
passo que para a fragdo menos pura (R51-62) a mesma acdao foi obtida numa

concentrag¢ao de 100 uM.

Relativamente ao controlo feito sobre o solvente DMSO a 1%, ndo se registaram
diferencas relativamente aos pogos controlo, o que demonstra que este solvente nao

tem qualquer agao citotdxica nas células, a esta concentracao.

Perante os resultados do ensaio preliminar decidiu-se realizar um novo ensaio
bioldgico apenas nas linhas de células tumorais Hela e utilizando a amostra mais pura e
com melhor atividade citotdxica (ICso compreendido entre 5-20 uM), ou seja, usando a

fracdo R39-50.

Como foi obtido um ICsp > 20 uM para as células L929 e, tendo em conta que uma
atividade citotoxica é considerada toxicoldgica e terapeuticamente interessante se for
abaixo dos 20 uM, decidiu-se ndo voltar a testar a amostra nesta linha de células

tumorais.

Como foi anteriormente referido, durante a planificacdo do ensaio biolégico foi
definida uma gama de concentracdes entre 10 e 100 uM. Este intervalo de
concentracOes deve ser rigorosamente estabelecido, de forma a conseguir englobar o
maximo de pontos que se situem acima e abaixo do ICsp €, simultaneamente, que sejam
relativamente proximos a este mesmo valor, para permitir acompanhar o decréscimo
de viabilidade das células e construir um grafico de onde se possa, através de

ferramentas informaticas (GraphPad), estipular o valor de ICsop do composto alvo.
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No ensaio de toxicidade foram feitas 6 réplicas de cada concentracdo e
posteriormente, selecionados os melhores resultados para reduzir o desvio-padrao
experimental. Para além disso, como foi demonstrado no ensaio preliminar que o DMSO
nao tinha agdo citotdxica sobre as células Hela a concentracgdo utilizada, optou-se por

nao se repetir esse controlo (Figura 2.7).

Com base na média das absorvancias registadas, determinou-se a viabilidade das
células Hela (Tabela 2.9) e, através da ferramenta informatica GraphPad, foi construida

uma curva de toxicidade a partir da qual foi estipulado o valor de ICso. (Figura 2.16).

Tabela 2.9 Determinacdo da viabilidade das células Hela sob efeito de diferentes concentragdes de

phlomispurpentaolone.

Ensaio de toxicidade: extrato R39-50

Concentragao Absorvancia Viabilidade

(M) (a 570 nm) Hela
10 0,963 | 0,870 | 1,142 | 0,881 | 1,133 | 1,196 1,031 +0,143
20 0,591 | 0,634 | 0,962 | 0,686 | 0,813 | 0,706 0,732 +0,135
25 0,517 | 0,498 | 0,485 | 0,512 | 0,299 | 0,461 0,462 + 0,082
30 0,344 | 0,301 | 0,300 | 0,371 | 0,357 | 0,317 0,332 +0,030
35 0,254 | 0,230 | 0,068 | 0,309 | 0,223 | 0,204 0,215 + 0,081
40 0,108 | 0,077 | 0,065 | 0,126 | 0,044 | 0,062 0,080 + 0,031
45 0,022 | 0,031 | 0,027 | 0,035 | 0,030 | 0,033 0,030 + 0,005
50 0,014 | 0,015 | 0,015 | 0,017 | 0,015 | 0,017 0,016 + 0,001
100 0,014 | 0,015 | 0,017 | 0,017 | 0,015 | 0,018 0,016 + 0,001
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Com base na ferramenta GraphPad, foi obtido, para a linha de células tumorais

Hela, um valor de ICso de phlomispurpentaolone de 22,63 + 1,07 uM.

Comparando o valor de ICsg previsto no ensaio preliminar com o valor obtido no
ensaio definitivo, a partir da curva de toxicidade desenhada, verifica-se uma
inconsisténcia de resultados. Segundo a andlise qualitativa, durante o ensaio preliminar,
a esmagadora maioria das células HelLa encontravam-se mortas sob a¢do de 20 uM de
phlomispurpentaolone, presente na fragao R39-50.Por outro lado, para concentragdes
de 5 uM, quase todas as células HelLa eram vidveis, pelo que, esperava-se um valor de

ICso compreendido no intervalo de 5-20 uM.

Foi planificado e realizado um ensaio de citotoxicidade para uma gama de
concentracdes de 2-20 uM. Contudo, antes de se avancar para o método MTT foi
realizada uma nova andlise qualitativa, ao microscdpio 6tico, para aferir a viabilidade
das células Hela. Foi verificado que, ao contrario dos resultados obtidos no ensaio
preliminar, para uma concentracdo de 20 uM a viabilidade das células Hela era maior,

na medida em que o valor de ICso poderia ser superior a 20 uM.

Foi realizada entdo uma reestruturacao do ensaio toxicolégico e definida uma
nova gama de concentragbes: 10-100 puM. Tendo em conta que as condi¢Oes
laboratoriais, impostas na realizagdo de qualquer ensaio, foram semelhantes, poder-se-
a assinalar apenas como possivel justificacdo para a inconsisténcia de resultados

referida, a precaria andlise qualitativa utilizada no ensaio preliminar.

Tendo em consideracdao o resultado obtido para a atividade citotdxica de
phlomispurpentaolone na fragdo R39-50, podemos concluir que o valor de ICso é
promissor, na medida em que um valor interessante em toxicologia ronda os 20 uM. No
entanto, ha que referir que para obter valores de ICsp mais fidedignos, ter-se-3,
futuramente, que purificar a 100% o nortriterpeno para aferir o valor real da sua
atividade antiproliferativa. Ndo sendo o composto 100% puro, a pequena quantidade
de impurezas existentes na amostra, pode estar a exercer um efeito sinérgico, ou nao,

na atividade do mesmo e, logo, a interferir no rigor do valor de I1Cso obtido.
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Figura 2.16 Curva de toxicidade resultante da atividade antineopldsica da amostra R39-50. A viabilidade

das células Hela foi determinada mediante a utilizagcdo da ferramenta informatica GraphPad.

2.2.6. Determinagdo da atividade ética

Em primeiro lugar foi realizada a leitura da atividade ética de phlomispurpentaolone,
utilizando como fonte de luz uma ldampada de sddio, ou seja, a um comprimento de onda
A =589,3 nm e posteriormente, a leitura com a lampada de mercurio nos comprimentos
deondaA=de435,A=546 e A\=578 nm. Os resultados dessas leituras, e a determinacao

da rotagao especifica do nortriterpeno em estudo, encontram-se descritos na Tabela

2.10.

Durante a leitura da rotacdo 6tica de phlomispurpentaolone surgiram alguns
imprevistos que impossibilitaram a realizacdo da mesma nas condi¢des ideias,
nomeadamente: o facto de ndo se ter conseguido solubilizar toda a massa da fracdo
R38-50 (7,5mg) em metanol. Formou-se um pequeno precipitado que nao foi pipetado
e colocado na célula de quartzo do polarimetro; a amostra colocada na célula de quartzo
estava ligeiramente turva, o que dificultou a estabilizacdo do polarimetro e,
consequentemente, a leitura do valor de rotagao 6tica. O facto da amostra ndo estar

totalmente pura (tal como foi referido em sec¢Ges anteriores) pode ter interferido nos
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valores de rotacdo dtica lidos no polarimetro, visto que, se as impurezas forem também
compostos quirais, vao certamente desviar a luz polarizada e ter influencia no valor

registado no polarimetro.

Tabela 2.10 Determinagao da rotacdo especifica ([a]§°c) de phlomispurpentaolone.

Leitura da Atividade Otica utilizando a lampada de sédio

A Leitura Leitura Leitura Média das [a]3° °C
(nm) 1 2 3 Leituras
589,3 +0,032 +0,027 +0,026 +0,0283 +3,77

Leitura da Atividade Otica utilizando a lampada de merctrio

A Leitura Leitura Leitura Média das [a]30°¢
(nm) 1 2 3 Leituras
435 +0,020 +0,023 +0,026 +0,023 +3,07
546 -0,135 -0,148 -0,127 -0,1366 -18,21
578 -0,138 -0,149 -0,150 -0,1456 -19,41

2.2.7. Limitagdes ao trabalho de investigagao

A presente investigacdo, por envolver um composto novo, apresentou algumas
limitacOes inerentes a pouca informacdo existente. No entanto, ao longo da realizacdo
da mesma foram, inevitavelmente, surgindo outras limita¢des, que devem ser tidas em

consideracao e serdo seguidamente explicitadas.

Por exemplo, durante os ensaios de citotoxicidade e no célculo dos volumes a
pipetar a partir das solugdes iniciais de células tumorais, a utilizacdo de uma densidade
celular de 10° células/mL, pode ser sujeita a otimizacdo. Segundo a literatura, sabe-se
gue para as células Hela e L929 este valor de densidade celular resulta bem. No entanto,
é sempre necessario ajustar ao maximo este parametro em funcdo do tempo de

duplicacdo caracteristico de cada linha de células tumorais.
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Outra limitacdo é a de assumir que o composto esta 100% puro para a realizacdo
dos cdlculos do numero de moles existentes na fragao utilizada. Como possiveis
repercussdes, temos o facto de os resultados de citotoxicidade ndo serem
completamente fidedignos, pois a presen¢a de impurezas, mesmo que em infimas
quantidades, pode alterar a atividade biolégica do composto, quer de forma sinergética
ou ndo. Também, uma possivel interferéncia nos valores de rotacao 6tica registados no
polarimetro pode ter ocorrido, visto que, se as impurezas forem compostos quirais
poderdo desviar o plano da luz polarizada e impossibilitar a leitura rigorosa do valor real

da rotacdo especifica de phlomispurpentaolone.

A enorme dificuldade inerente a uma extracao, isolamento e purificacdo de um
gualquer composto a partir de uma espécie vegetal, que incorpora iniUmeras substancias
na sua composicao, constituiu, também ela, uma limitagcdo ao presente trabalho de

investigagao.

2.3 Conclusoes gerais e perspetivas futuras

A fitoterapia surgiu ha milhares de anos a partir do momento em que o Homem
comecou a utilizar as plantas como meio para tratar das suas afe¢des. O conhecimento
acumulado ao longo dos séculos, com a medicina tradicional e as possiveis aplicagdes
terapéuticas das plantas, permitiu, conjuntamente com o desenvolvimento tecnoldgico,
iniciar a investigacdo numa outra perspetiva: a de isolar os diversos constituintes das
plantas e estudar as suas propriedades farmacoldgicas. Esta nova perspetiva de
investigacdo cientifica tem conduzido ao longo dos anos, a descoberta de moléculas

inovadoras e, logo, de novos farmacos.

Atualmente, reconhece-se que as plantas constituem uma enorme fonte de
potenciais farmacos. Por exemplo, a partir das raizes de P. purpurea é possivel extrair
um nortriterpeno  com propriedades antimicrobianas e antiproliferativas:

phlomispurpentaolone.

O cancro é uma das principais preocupacdes mundiais atuais, em salde, e mata

anualmente mais de 8 milhdes de pessoas em todo o mundo. Apesar deste numero ja
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ter sido maior, as estatisticas inerentes a tematica da Oncologia continuam a justificar
gritantemente a intensa investigacdao na vertente oncoldgica, onde os esforgos dos
cientistas para ampliar o arsenal terapéutico antineopldsico tém sido enormes

(GLOBOCAN, 2012).

No presente trabalho de investigacao, foi possivel extrair, isolar e purificar um
nortriterpeno com uma atividade antineopldsica promissora. A partir de ensaios de
citotoxicidade em duas linhas de células tumorais - Hela e L929 - utilizando o método
MTT mostrou-se que phlomispurpentaolone foi capaz de parar a divisdo das referidas
células. Contudo, no ramo farmacéutico o ideal é ter um farmaco potente, ou seja, que
atue terapeuticamente na menor dosagem possivel; neste trabalho aferiu-se que
phlomispurpentaolone tinha um efeito toxicologicamente razoadvel apenas para as

células Hela: ICso de 22,63 + 1,07 uM.

Sendo este composto um novo nortriterpeno e, sabendo que apresenta
quiralidade, foi também, realizada a determinacdo da sua rotacao especifica a diferentes

comprimentos de onda, tendo-se registado uma rotacao especifica de +3,77 a 589,3 nm.

Relativamente a questdao da completa purificagdo de phlomispurpentaolone,
fator que constituiu alguma limitacdo a presente investigacdo, futuramente, e para
assegurar a determinac¢dao do valor real de ICso, ter-se-a de purificar totalmente o
composto-alvo e voltar a testar a atividade citotoxica nas linhas de células tumorais. E,
caso essa atividade antiproliferativa seja mais interessante do que a obtida, considerar,
ainda, a possibilidade de otimizar essa atividade, alterando no laboratério, a sua

estrutura molecular.

Tendo em conta que na area da terapéutica antineopldsica o ideal é ter um
farmaco que seja capaz de destruir apenas as células tumorais, sendo inerte para as
normais, um fator muito importante a considerar, em ensaios futuros e durante a
determinacdo da atividade citotdxica, € a realizacdo de ensaios biolégicos em células

humanas saudaveis (ndo cancerigenas).

O peixe zebra é um importante modelo animal frequentemente utilizado em

estudos de ambito imunoldgico, genético, screening de farmacos, entre outros, derivado
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ao seu reduzido tamanho, baixos custos de manutencao, rdpido desenvolvimento, a sua
transparéncia e devido a presenga de inumeras moléculas semelhantes as dos
mamiferos. Este potente modelo animal ndo é s6 usado para determinar a atividade de
lead compounds, mas também para investigar novos alvos terapéuticos e contribuir para

a otimizacdo de farmacos. (Gerhard, 2003; Stoletov et al., 2008).

De acordo com a literatura (Li et al., 2012), o método do peixe zebra é mais
sensivel que o método MTT, pois este Ultimo sé pode ser usado para determinar a
citotoxicidade, proliferacao e ativacdao em linhas celulares, ao passo que no método in
vivo, no peixe zebra, é tido em consideracdo o efeito do composto num microambiente
diferente e mais préximo do microambiente real. O peixe zebra apresenta moléculas
envolvidas nos mecanismos de apoptose - caspases, p53, bcl2 - similares as humanas,
constituindo por isso, um modelo animal de exceléncia para a realizagcdo de testes de

farmacos indutores da apoptose.

Futuramente, caso se consiga otimizar a atividade citotéxica do nortriterpeno
phlomispurpentaolone, o ensaio no peixe zebra pode ser uma 6étima opc¢do para
complementar os ensaios de citotoxicidade pelo método MTT em linhas de células

tumorais.
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Apéndice 1: composi¢cdo do meio de cultura RPMI. Retirado de SIGMA-ALDRICH.

SIGMA -ALDHlEH - sigma-aldrich.cam

3050 Spruce Street, 5t Lowis, MO
Tal: (8O0} 521-8956 (214) 771-5765  Fa (B00) 325-50 i1

email; techsendced@al com

RPMI-1640 Media

RPMI-1640 medium was developed by Moore et al_, at RPMI-1640 medium has been used for the culture of human
Roswell Park Memonial Institute, hence the acronym RPMI. normal and neoplasiic leukocytes. RPMI-1640 when properiy
The formulation is based on the RPMI-1630 series of media supplemented, has demonstrated wide applicability for
utilizing a bicarbonate buffenng system and alterations in the supporting growth of many types of cell cultures, including
amounts of amino acids and vitamins. fresh human lymphocytes in the 72-hour phytohemaggiutinin
(PHA) stimulation assay.
RO883 R1145 R1383 RATED R2405 RE504 RETSE
COMPONENT [1=] g/L [10=] g/l [powder] g/l [1=] /L [1=] g/L [powder] g/l [1=] gfL
Incrganic Salts
Ca[NO3)z - 4H:0 0.1 1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
MgS0s4 (anhydrous) 004824 0.4804 0.04824 0.04804 0.04284 D.04884 0.04824
KCl 0.4 = 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
HaHCO3 2 — — 2 2 — 2
MaCl 8 &0 B 8 8 8 8
NaHP Oy (Anhydrous) 0.8 2 0.8 0.8 0.8 0.8 D&
Amino Acids
L-Alanyl-L-Glutamine - - - - 0.4344 - -
L-Arginine - HCI 0.2 2 0.2 — 0.2 0.2 0.2
L-Asparagine - H:O - - 0.05 - - 0.05 -
L-Asparagine 0.05 0.05 - 0.05 0.05 - 0.05
L-Aspartic Acid 0.02 0.2 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
L-Cystine - ZHCI - H.D 0.0852 0.652 0_DB52 0.0852 0.0652 0.0852 0.0852
L-Glutamic Acid 0.02 0.2 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
L-Glutamine - - 0.3 0.3 - 0.3 0.3
Glycine 0.01 0.1 0.01 D.01 .01 0.01 0.01
L-Histidine - HCI - H20 0.015 015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015
Hydroxy-L-Proline 0.02 0.2 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
L-Iscleucine 0.05 0.5 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
L-Leucine 0.05 0.5 0.05 - 0.05 0.05 0.05
L-Lysine - HCI 0.04 0.4 0.04 - 0.04 0.04 0.04
L-Methionine 0.015 015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015
L-Phenylalanine 0.015 0.15 0.015 0.015 0.015 0015 0.015
L-Proline 0.02 0.2 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
L-Serine 0.03 0.3 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
L-Threcnine 0.02 0.2 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
L-Tryptophan 0.005 0.05 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005
L-Tyrosine - 2Ha - 2H,0 — — 0.02883 — — D.02883 -
L-Tyrosine 002124 0.2184 - 0.02184 0.02184 - 0.02124
L-Valine 0.02 0.2 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Vitamins
D-Biotin 0.0002 0.002 0.0002 0.002 0.0002 0.0002 0.0002
Chaline Chioride 0.003 0.03 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003
Folic Acid 0.001 — 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
myo-Inositol 0.035 0.35 0.035 0.035 0.035 0035 0.035
Miacinamide 0.001 0.01 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
p-Aminobenzoic Acid 0.001 0.01 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
D-Pantothenic Acid - ¥Ca 0.00025 0.0025 0.00025 0.00025 0.00025 0.00025 0.00025
Pyridoxine - HCI 0.001 0.01 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
Riboflavin 0.0002 0.002 00002 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002
Thiamine - HCI 0.001 0.01 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
Witamin Bz 0.000005 0.00005 0.000005 0.000005 0.000005 0.000005 0000005
Other
D-Glucose 2 20 — 2 2 2 2
Glutathicne (reduced) 0.001 0.01 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
Phenol Red - Na 0.0053 0.05 0.0053 - 0.0053 0.0053 0.0053
ADD
L-Glutamine 0.3 0.3 at 1= - - - - -
MaHCO: - 20 at 1x 2 - - 2 -
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Isolamento e purificagdo do nortriterpeno phlomispurpentaolone a partir de raizes de Phlomis purpurea
e determinagdo da sua atividade citotdxica nas linhas celulares Hela e L929

Apéndice 2: composi¢cdo do meio HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution). Retirado de

SIGMA-ALDRICH.

SAFCBiosciences”‘
Accelerate Suc '

Product Information

Hanks’ Balanced Salt Solution

HBSS Modified, with phenol red, without calcium, without magnesium

CATALOG NO. 55021C

Description

Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) is designed for use with
cells maintained in non-CO: atmospheric conditions. For cell
dissociation procedures, use HBSS Modified, which is
formulated without calcium and magnesium salts.

Formulation

Component (all components measured In mg/L)

INORGANIC SALTS

Potassium chioride 400.000
Potassium phosphate monobasic anhydrous 50.000
Sodium bicarbonate 350.000
Sodium chloride 8000.000
Sodium phosphate dibasic heptahydrate 90.000
OTHER

Dextrose anhydrous: 1000.000
Phenol red sodium salt 10.620

Precautions

Use aseptic technique when handling or supplementing this
buffer after filtration. This product is for further manufacturing
use. THIS PRODUCT IS NOT INTENDED FOR HUMAN OR
THERAPEUTIC USE.

Storage

Store medium at 15 to 30 C. Do not use after the expiration
date.

Indications of Deterioration

Buffer should be clear of particulates and flocculent material.
Do not use if liquid buffer is cloudy or contains precipitate.
Other evidence of deterioration may include color change
or degradation of physical or performance characteristics.
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Preparation Instructions
Supplements, such as antibiotics, can be added to the sterilized
solution using aseptic technique. Storage conditions and
shelf life of the supplemented product may be affected by
the nature of the supplements.

Characteristics

Appearance
Clear red solution
Endotoxin (LAL)
= 1.0 EU/mL
Osmolality (as supplied)
260 - 300 mOsm/kg H:0
pH (as supplied)
7.0-74
Sterility
No microbial growth detected
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