| [~
e
e~

i

S
=
=

US IMPAVID,

v

-

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO ACADEMICO DE VITORIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE HUMANA E MEIO
AMBIENTE - PPGSHMA

SAMIA DAYANA LEMOS DE LACERDA

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINEOPLASICA IN VITRO E IN VIVO DE
EXTRATOS ORGANICOS DE Pseudociphelaria aurata (LIQUEN).

Dissertagdo apresentada ao
Programa de Poés-Graduacao
para obtencéo do titulo de mestre
em Saude Humana e Meio
Ambiente, area de concentracao
Biotecnologia.

ORIENTADOR: PROF. DR. EMERSON PETER DA SILVA FALCAO

CO-ORIENTADOR: PROFa. DRA. NOEMIA PEREIRA DA SILVA SANTOS

Vitéria de Santo Antdo
Novembro, 2012



Catalogacao na Fonte
Sistema de Bibliotecas da UFPE. Biblioteca Setorial do CAV.
Bibliotecaria Ana Ligia Feliciano dos Santos, CRB4: 1650

L131la Lacerda, Sdmia Dayana Lemos de.
Avaliacdo da atividade antineoplasica in vitro e in vivo de extratos organicos
de Pseudociphelaria aurata (liquen). / Sdmia Dayana Lemos de Lacerda. Vitoria
de Santo Antédo: O Autor, 2012.
59 folhas: il.; fig.

Orientador:Emerson Peter da Silva Falcéao.

Co-orientador: Noemia Pereira da Silva Santos.

Dissertacdo (Mestrado em Saude Humana e Meio Ambiente) — Universidade
Federal de Pernambuco, CAV, Saiude Humana e Meio Ambiente, 2012.

Inclui bibliografia.

1. Antitumoral. 2. Atividade antineoplasica. 3. Pseudociphellaria aurata

(liquen). I. Falcdo, Emerson Peter da Silva (Orientador). Il. Santos, Noemia
Pereira da Silva (Co-orientador). . Titulo.

589.1 CDD (23.ed.) BIBCAV/UFPE-003/2013




1ii

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

_CENTRO ACADEMICO DE VITORIA ﬁ?
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE HUMANA E MEIO AMBIENTE - MESTRADO ACADEMICO

Dissertagao de Mestrado apresentada por Samia Dayana Lemos de Lacerda 3 Pés-Graduacédo em Saude
Humana e Meio Ambiente do Centro Académico de Vitéria da Universidade Federal de Pernambuco, sob o

titulo “AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINEOPLASICA IN VITRO E IN VIVO DE EXTRATOS ORGANICOS DE

PSEUDOCIPHELARIA AURATA (LIQUENY", orientada pelo Prof. Dr. Emerson Peter da Silva Falcao,

aprovada no dia 30 de novembro de 2012, pela Banca Examinadora composta pelos seguintes professores:

Dr. ANDRE MAURIGIO MELQ SANTOS
Nucleo de Biologia — CAV/UFPE

v

o

Dra. IDJANE SANTANA DE OLIVEIRA
Nucleo de Enfermagem — CAV/UFPE

Dr. KEANDRO FINKLER
Nucleo de Nutrigdo — CAV/UFPE

Autora

Samia Dayana Lemos de Lacerda



v

Dedico aos meus pais
Dorivaldo Correia de Lacerda (in memoria)
e Maria Soénia Lemos de Lacerda; ao meu

marido Rafael Augusto e meu filho Caua Raoni.



AGRADECIMENTOS

Aos meus orientadores Emerson Peter e Noemia Pereira, pela compreenséo e

ensinamentos durante esse percurso.

Ao Dr. Nicacio Henrique pelo apoio no laboratorio.

Ao Prof. Francisco Amanajas, pelo apoio na histopatologia dos tumores.

Ao técnico de laboratorio Sr. Jodo Virginio, pela disponibilidade em ajudar.

Aos colegas de laboratoérios e de turma pela troca diaria de experiéncias.

A Rafael Albuquerque, pelo apoio cientifico e psicolégico em todas as horas.

Aos meus familiares, pela presenca mesmo na minha auséncia.

A Deus, que me concedeu forgas.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS
LISTA DE ABREVIATURAS
RESUMO

ABSTRACT
CAPITULO 1

1. Introducéo

2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

2.2. Objetivos Especificos
3. Reviséo da Literatura
CAPITULO 2

Avaliacdo da atividade Antineoplasica in vitro e in vivo de extratos

organicos de Pseudociphelaria aurata (liqguen)
Resumo

Abstract

Introducéo

Material e Métodos

Resultados e Discusséo

Conclusdes

Referéncias

REFERENCIAS GERAIS

ANEXO — NORMAS PARA PUBLICACAO

vi

Vii

viii

Xii
13
13
15
15
15
16

28

29
29
30
31
35
44
44
46

53



Vil

LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1
Figura 1

Figura 2

CAPITULO 2
Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura5

Figura 6

Modelo esquematico da microestrutura do talo liquénico. (A)
Fotobionte, ou camada gonidial; (B) Hifas medulares ou medula;
(C) Hifas corticais 0U COrteX SUPEIION..........uvrririiiiireeeeeaeeeeeessesiiinnnns
Estruturas moleculares das principais substancias de
Pseudocyphellaria aurata, segundo Huneck e Yoshimura (1996):
a. calicina, b. lactona do &cido pulvinico e c. &acido

PUIVINICO. ..ttt

Cristais obtidos da extracdo com éter de Pseudociphelaria
10| - € WSO

Cromatografia de Camada Delgada dos extratos organicos de P.
aurata, Lact — Lactona, Cal — Calicina, Pul — 4cido pulvinico, Et-

extrato etéreo, Cl- extrato cloroférmico, Ac — extrato o acetdnico

Cromatogramas em CLAE dos padrdes de P. aurata (a), extrato
organico etéreo (b), extrato organico acetdnico (c), extrato

organico cloroférmico (d) de P. aurata.

Atividade citotdéxica com células HeLa dos extratos orgéanicos
etéreo e cloroformico da P. aurata. ...............oevvvviiiiiiiiieeieeeeeeeeee,

Massa Tumoral Média dos grupos experimentais. ..............cc.......

Micrografia em Hematoxilina - Eosina (HE) do Sarcoma 180 a
100x (A) e carcinoma de Ehrlich a 100x (B) tratados com extrato
etéreo da P. aurata, do grupo controle tratado com solu¢éo salina
a 0,9% a 400x (C) e Micrografia AgNor do sarcoma 180 a 400x

22

27

37

38

39
41

42



LISTA DE TABELAS

Tabela 1

Tabela 2

Alteracbes nos parametros de marcacdao de AgNORs em
células neoplasicas de Tumor de Ehrlisch de animais tratados
com extrato etéreo de P. aurata em comparagcdo com controle,
meédia + desvio padrao

Alteracbes nos parametros de marcacao de AgNORs em
células neoplasica de Sarcoma 180 de animais tratados com
extrato etéreo de P. aurata em comparagdo com controle,
meédia + desvio-padréo

viii

43



1X

LISTA DE ABREVIATURAS

CCD
CLAE
MTT
INCA
KB
a.C.
PB
UFPE
DLso
AgNOR
uv
Rf
HelLa
MEM
PBS
DMSO
s.c
NaCl
viv
NBF
H.E.
Tr

Cromatografia de Camada Delgada
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
brometo (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio)
Instituto Nacional do Cancer

Carcinoma nasofaringeo

antes de Cristo

Paraiba

Universidade Federal de Pernambuco
Dose Letal 50 %

Regides organizadoras nucleolares com Prata Coloidal
Ultravioleta

Relacéo de Frente

Carcinoma Epidermoide de Colo de Utero
Meio Essencial Minimo

Tampao fosfato-salino

Dimetilsulfoxido

via sub-cutanea

Cloreto de sédio

volume : volume
Formolina neutra tamponada
Hematoxilina — Eosina

Taxa de retencao



RESUMO

Os metabdlitos secundarios liquenicos sdo amplamente descritos na literatura por
suas propriedades bioldgicas, citando-se: antimicrobiana, antinflamatéria, indutora
de interferon, cicatrizante, antineoplasica e citotoxica, entre outras. O presente
estudo descreve a avaliacdo da atividade antineoplasica in vitro e in vivo dos
extratos organicos da Pseudociphellaria aurata. O material botanico foi coletado no
municipio de Saloa - PE. Os extratos organicos foram obtidos através do método de
esgotamento a quente em aparelho de soxlet, seguindo-se a série eluotropica dos
solventes, éter, cloroférmio e acetona. Os extratos foram entdo rotaevaporados e
mantidos em dissecador até peso constante. Foram realizadas analises
cromatograficas utilizando-se técnicas em camada delgada (CCD) e liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Em seguida, os extratos etéreo e cloroférmico foram utilizados em
testes de citotoxicidade, utilizando-se as células HelLa (carcinoma epidermoide do
colo uterino) e o método de MTT. Em seguida foram realizados ensaios de toxidez
aguda e a determinacdo da DL50. Por fim, realizou-se a avaliacdo da atividade
antitumoral, utilizando-se os tumores solidos de Erhlich e Sarcoma 180. Os tecidos
tumorais foram ainda submetidos a andlise histopatol6gica utilizando-se a técnica de
marcacao das regides organizadoras de nucléolos com prata coloidal (AgNOR). O
processo de obtencdo dos extratos mostrou-se bastante eficiente, sendo obtidos
rendimentos de 3,75% de cristais na extracdo com éter. A analise cromatografica em
camada delgada demonstrou a presenca de calicina, acido pulvinico e sua lactona.
Estes dados foram confirmados pelos estudos em CLAE que demonstraram a maior
concentracdo do &cido pulvinico nos extratos etéreo, seguido pelo cloroférmico e
sua auséncia no extrato acetonico. Os testes de atividade citotOxica mostraram as
concentracdes inibitérias a 50% (IC50) de 3,75ug mL™ e 17ug mL™? para os extratos
etéreo e cloroférmico, respectivamente, frente as células. Os ensaios de toxidez
demonstraram que 0s extratos apresentaram auséncia de toxidez, entretanto nao foi
possivel se determinar a DL50, pois, até a concentracdo de 2000mg kg™ n&do se
verificou letalidade dos animais testados. O extrato etéreo apresentou relevante
atividade antitumoral com uma reducédo do crescimento tumoral de 67% frente ao

sarcoma 180 e de 56,4% frente ao carcinoma de Erhlich, em relagdo ao grupo
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controle. Os resultados dos ensaios com a técnica de AQNOR demonstraram que no
caso do carcinoma de Erlich houve uma significativa inibicdo do ritmo mitGtico e no
Sarcoma 180 maior area de necrose tumoral. Em adic&o a isto, pode-se sugerir que
o principal responsavel pelas atividades observadas é o acido pulvinico, encontrado
em maior concentragdo no extrato mais ativo. O conjunto de dados obtidos foi
bastante relevante uma vez que os extratos analisados apresentaram significativa
atividade antineoplasica in vitro e in vivo e cujo mecanismo de acdo parece estar
relacionado com a inibicdo do processo mitético e ndo somente a acao citotoxica

propriamente dita.

Palavras — chave: antitumoral; liquen; Pseudociphellaria aurata.
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ABSTRACT

The secondary metabolites of lichens are widely described in the literature by its
biological properties, citing: antimicrobial, anti-inflammatory, inducing interferon,
healing, cytotoxic and anticancer, among others. The present study describes the in
vitro and in vivo evaluation of antineoplastic activity of organic extracts from
Pseudociphellaria aurata. The plant material was collected in the city of Saloa, State
of Pernambuco, Brazil. The organic extracts were obtained by the method of heat
exhaustion in soxlet apparatus, followed by solvents’ eluotropic series, ether,
chloroform and acetone. The extracts were then rotavaporated and kept in a
desiccator until constant weight. Chromatographic analyzes were performed using
techniques thin layer (TLC) and high performance liquid (HPLC), in order to
determine its phenolic composition. Then, ether and chloroform extracts were used in
cytotoxicity assays using HelLa cells (epidermoid carcinoma of the cervix) the MTT
method. Then tests and the determination of acute toxicity LD50 were performed.
Finally the evaluation of antitumor activity was made, by the use of Erhlich of solid
tumors and Sarcoma 180. The tumor tissues were also subjected to histopathological
analysis using the technique of marking of nucleolar organizer regions with colloidal
silver (AgNOR). The process of obtaining the extracts proved to be very efficient and
it obtained yields of 3.75% of crystal extraction with ether. The thin layer
chromatographic analysis demonstrated the presence of calycin, pulvinic acid and its
lactone. These data were confirmed by HPLC studies which showed that the highest
concentration of pulvinic acid in extracts ether, followed by chloroform and its
absence in acetone extract. The tests of cytotoxic activity showed the IC50 of
extracts and ethereal chloroform forward cells were respectively 3.75 mg mL-1 and
17 mg mL-1. The toxicity tests showed that extracts showed absence of toxicity,
however it was not possible to determine the LD50 for until the concentration of
2000mg kg-1 was not observed lethality of animals tested. The ether extract showed
significant antitumor activity and it was observed a reduction of tumor growth of 67%
compared with sarcoma 180 and 56.4% against the Erhlich carcinoma, compared to
the control group. The results of tests with AQNOR technique demonstrated that in

the case of Ehrlich carcinoma was a significant inhibition of the mitotic rate and the



xiil

greater field Sarcoma 180 Tumor necrosis. In addition to this, it can be suggested
that the principal responsible for the observed activities is the pulvinic acid, found in
highest concentration in the most active extract. The data set was quite relevant
since the analyzed extracts showed significant anticancer activity in vitro and in vivo
and whose mechanism of action appears to be related to inhibition of the mitotic

process and not only to the cytotoxic action itself.

Keywords: antitumor; lichen, Pseudocyphellaria aurata.
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CAPITULO 1

1. Introducéo

Os liquens sao organismos que se originam a partir da associagdo simbiotica
entre uma ou mais algas e um fungo, resultando na formacdo de um talo de
estrutura especifica, com caracteristicas morfolégicas peculiares que os distinguem
das formas que Ihes deram origem (HALE, 1983; CARRAZONI, 1983;
COCCHIETTO et al., 2002).

A maior parte dessa simbiose € composta de filamentos de fungos (hifas),
mas entre os filamentos vivem células de algas, geralmente representantes de
cloroficeas (verdes) e cianobactérias (azuis), (ALEXOPOULOS et al., 1996). A alga e
o fungo associam-se simbioticamente, mas podem também ocorrer na natureza sem
seu parceiro. A associacdo entre a alga e o fungo propicia a transferéncia de
nutrientes entre os organismos, mantendo o equilibrio de carbono, hidrogénio e
outros elementos vitais (SEAWARD, 1977).

Os liguens produzem um grande numero de substéncias, intra e
extracelulares. Os produtos intracelulares sdo os carboidratos, vitaminas,
aminoacidos e proteinas, que estdo ligados a parede celular e aos protoplastos,
sendo frequentemente sollveis em &agua. A maioria destes compostos nao €
especifica dos liquens, podendo ocorrer em fungos e algas de vida livre, bem como
em plantas superiores (NASH, 1996). Os produtos extracelulares s&o resultantes do
metabolismo secundario dos liqguens, podendo ser corticais ou medulares. A maioria
€ de natureza fendlica, insolivel em agua. Estima-se que estas substancias so
ocorrem nos liguens e a elas se credita a utilidade econdmica desses seres
(DUARTE, 2002).

InvestigagOes bioldgicas revelam que os metabdlitos secundarios especificos
de liqguens exercem atividades fisiolégicas interessantes (MOURA, 2008). Como:
analgésicos, antipiréticos, antitumorais (WANDERLEY, 2004) antivirais,
antioxidantes (BEHERA et al. 2005), antinociceptiva, antiinflamatéria (OLIVEIRA,
2003), tripanocida (SILVA, 2009), expectorante (WESSEN, 2007), antimicrobianos e
citotoxica (MARTINS, 2005).
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Os carboidratos liguénicos sdao mencionados como potentes agentes
antitumorais. Em estudos realizados por NISHIKAWA et al. (1969) foi verificado uma
notdvel acdo antitumoral de heteroglicanos de Lasallia pensylvanica, Usnea
rubescens, Cladonia crispata, C. mitis,Cladina ranfigeferina e C. squamosa, algumas
dessas espécies apresentando até 99% de inibicao tumoral.

A citotoxicidade de metabolitos secundérios liquénicos tem sido avaliada,
ensaios com o0 acido Usnico revelaram que, sendo este sozinho ou como
componente de uma formulacdo oral contra céarie, em células de cancer de
epiderméide humana (KB), queratindcitos gengival e fibroblastos de biopsia humana,
ndo apresentaram nenhum sinal de citotoxicidade, através das determinagdes feitas
pelos testes de MTT [brometo (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio), vermelho
neutro e vermelho neutro modificado. (Lodetti et al., 2000)

Quando a formula¢des contendo o acido Usnico foi testado em humanos,
efeitos adversos foram reportados como: irritacdo local e dermatite de contato
alérgica. Testes realizados em humanos revelaram que, administrando 0,1-1 g /dia
de solucdo de usnato de sédio ndo provocaram efeitos toéxicos. Aumentando-se a
dose para 3 g/dia, observou-se que 0s pacientes apresentaram dores no figado
(INGOLFSDOTTIR, 2002).

Pesquisas demonstraram que modificacdes estruturais na molécula de acido
asnico ndo provocaram alteragbes na sua atividade antimicrobiana. Porém,
produziram um aumento na citotoxidade, inibindo completamente o crescimento de
linfécitos de figado em cultura. (Correché et al.,1998)

A realizacdo de testes in vitro e in vivo, para detectar a atividade antitumoral
de novas substancias, é de vital importancia para descoberta de novos
quimioterapicos. Alguns estudiosos recomendam os testes in vivo aplicados a
cancerologia experimental , apesar de serem dispendiosos, e com respostas nao
muito rapidas. Os ensaios in vitro eliminam estes problemas, mas exigem
confirmacéo in vivo. Nao obstante, a necessidade da resposta in vivo, 0s testes in
vitro auxiliam a triagem de substancias naturais com potencial acdo antineoplasica.
Estes ensaios permitem a analise de um grande niumero de amostras, viabilizando a
localizagdo dos principios ativos em determinadas fragbes obtidas durante o

processo de extracao de produtos de origem natural (SANTOS, 2003).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

e Avaliar a atividade antineoplasica in vitro e in vivo de extratos orgénicos de
Pseudociphelaria aurata (LIQUEN).

2.2. Objetivos especificos

e Obter extratos organicos de Pseudociphelaria aurata.

e Avaliar a composicdo fendlica de extratos organicos de Pseudociphelaria
aurata através de meétodos cromatograficos classicos, cromatografia em
camada delgada (CCD) e de alta eficiéncia (CLAE);

e Avaliar a atividade Citotoxica de P. aurata, frente a células neoplasicas;

e Avaliar a atividade antitumoral dos extratos frente a tumores experimentais.



16

3. Revisao da Literatura

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou que, no ano 2030, podem-
se esperar 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por
cancer e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer. O maior efeito
desse aumento vai incidir em paises de baixa e média renda. (INCA, 2012)

Em paises com grande volume de recursos financeiros, predominam o0s
canceres de pulméo, mama, prostata e célon. Em paises de baixo e médio recursos,
0s canceres predominantes sdo os de estdbmago, figado, cavidade oral e colo do
Gtero. Mesmo na tentativa de se criar padrdes mais caracteristicos de paises ricos
em relacdo aos de baixa e média rendas, o padrdo esta mudando rapidamente, e
vem-se observando um aumento progressivo nos canceres de pulmdo, mama e
cllon e reto, os quais, historicamente, ndo apresentavam essa importancia e
magnitude. (INCA, 2012)

No Brasil, as estimativas para o ano de 2012 serdo validas também para o
ano de 2013 e apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de
cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma, reforcando a magnitude do
problema do cancer no pais. Sem os casos de céancer da pele ndao melanoma,
estima-se um total de 385 mil casos novos. Os tipos mais incidentes serdo os
canceres de pele ndo melanoma, préstata, pulméao, colon e reto e estbmago para o
sexo masculino; e os canceres de pele ndo melanoma, mama, colo do atero, célon e
reto e glandula tireoide para o sexo feminino. (INCA, 2012)

Segundo estatisticas do Instituto Nacional do Cancer, sdo esperados um total
de 257.870 casos novos para o sexo masculino e 260.640 para o sexo feminino.
Confirma-se a estimativa que o cancer da pele do tipo ndo melanoma (134 mil casos
novos) sera 0 mais incidente na populacdo brasileira, seguido pelos tumores de
prostata (60 mil), mama feminina (53 mil), colon e reto (30 mil), pulméo (27 mil),
estbmago (20 mil) e colo do utero (18 mil). (INCA,2012)

A distribuicdo dos casos novos de cancer segundo o tipo de tumor e segundo
as cinco regides do pais, para 0 sexo masculino, mostra-se heterogénea entre
Estados e capitais do pais, 0 que fica em evidéncia ao se observar a representacao

espacial das diferentes 27 taxas brutas de incidéncia. As regibes Sul e Sudeste, de
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maneira geral, apresentam as maiores taxas, enquanto as regides Norte e Nordeste,
as menores. As taxas da regido Centro-Oeste apresentam um padrdo intermediario.
(INCA, 2012)

O INCA considera o cancer como um nome dado a um conjunto de mais de
100 doencas que tm em comum o crescimento desordenado (maligno) de células
que invadem os tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se (metastase) para outras
regides do corpo. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito
agressivas e incontrolaveis, determinando a formacdo de tumores (acumulo de
células cancerosas) ou neoplasias malignas. Por outro lado, um tumor benigno
significa simplesmente uma massa localizada de células que se multiplicam
vagarosamente e se assemelham ao seu tecido original, raramente constituindo um

risco de vida.

Estima-se que os diferentes tipos de cancer correspondem aos varios tipos de
células do corpo. Existem diversos tipos de cancer de pele porque a pele é formada
de mais de um tipo de célula. Se o cancer tem inicio em tecidos epiteliais como pele
ou mucosas ele € denominado carcinoma. Se comec¢a em tecidos conjuntivos como
0ss0, musculo ou cartilagem é chamado de sarcoma. (INCA, 2012)

Os céanceres podem surgir basicamente através de 3 fatores, a predisposi¢ao
genética, fatores ambientais e a ingestdo de substancias carcinogénicas através da
dieta. Acredita-se que a ingestdo de substancias carcinogénica através da dieta, €
responsavel por cerca de 35% de todos os casos de canceres no mundo. Quando é
adicionado um carcin6geno como alcool e cigarro, este percentual aumenta para
60%. A predisposicdo genética seja responsavel aproximadamente por 20% dos
casos de cancer, e a maioria desses casos esta associada também a exposi¢cao
ambiental. Os fatores ambientais podem interagir de véarias formas, aumentando a
probabilidade de transformagfes malignas nas células normais. (ADAM et al., 2003).

Os estagios da carcinogénese incluem iniciagdo, promocado e progressao
tumoral. O primeiro estagio envolve uma reagéo entre as substancias promotoras do
cancer (carcinégeno) e o DNA das células teciduais. Durante este estagio, a
suscetibilidade genética é bastante limitante, podendo esta mutagdo permanecer
inativa e o risco de desenvolvimento do céancer ocorre durante o estagio posterior.

Este ocorre lentamente por um periodo de meses a anos (REDDY et al., 2003). No
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entanto, acredita-se que a transformacéo celular € um evento frequente, que em
muitos casos, ndo leva ao desenvolvimento tumoral.

A massa tumoral originada a partir de um anico clone celular é constituida por
uma populacéo de células heterogéneas. As subpopulacdes de canceres diferem em
relacdo a varios atributos fenotipicos, como cariétipo, responsividade hormonal e
suscetibilidade a agentes antineoplasicos. Por exemplo, tumores com baixa fracao
de crescimento como o cancer de mama e de colo do Utero possuem uma menor
suscetibilidade a quimioterapia, bem como a auséncia de antigenicidade das células
proporciona uma maior resisténcia ao ataque (DUNN et al., 2004).

Devido a diversidade biol6gica do cancer, a associa¢ao de diferentes tipos de
terapias utilizadas atualmente no tratamento do cancer e a busca de novas
estratégias de intervencdo tém surgido com uma perspectiva de se atingir uma
grande eficacia terapéutica. (SOUSA, 2006)

Existem quatro principais modalidades terapéuticas para o cancer: a cirurgia,
a radioterapia, a terapia biolégica e a quimioterapia.

A cirurgia € a mais antiga e mais definitiva quando o tumor é localizado e nas
condigbes anatdmicas mais favoraveis, sendo um meio simples e seguro para
remover tumores soélidos quando o tumor é confinado a um local anatbmico de
origem. (SALMON & BERTINO, 1996).

A radioterapia € um método capaz de destruir células tumorais, empregando
feixe de radiacdes ionizantes. Uma dose pré-calculada de radiacao é aplicada, em
um determinado tempo, a um volume de tecido que engloba o tumor, buscando
erradicar todas as células tumorais, com o menor dano possivel as células normais
circunvizinhas, a custa das quais se fara a regeneracdo da area irradiada. As
radiacfes ionizantes sdo eletromagnéticas ou corpusculares e carregam energia. Ao
interagirem com os tecidos, dao origem a elétrons rapidos que ionizam o meio e
criam efeitos quimicos como a hidrolise da agua e a ruptura das cadeias de DNA. A
morte celular pode ocorrer entdo por variados mecanismos, desde a inativacao de
sistemas vitais para a célula até sua incapacidade de reproducéo. (INCA, 2012).

A terapia biologica para cancer inclui, além do transplante de medula 6ssea,

usos de modificadores de resposta biolégica como as linfocinas ou anticorpos
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monoclonais e agentes como acido retindico que podem fazer com que as células
tumorais sofram diferenciacéo e se tornem inofensivas. (BENNETT & PLUM, 1996).

A quimioterapia consiste no emprego de substancias quimicas, isoladas ou
em combinacdo, com o objetivo de tratar as neoplasias malignas. Sdo drogas que
atuam a nivel celular interferindo no seu processo de crescimento e divisdo. A
maioria dos agentes antineoplasicos nédo possui especificidade, ou seja, ndo destroi
seletiva e exclusivamente as células tumorais. Em geral, sédo toxicos aos tecidos de
rapida proliferacdo caracterizados por uma alta atividade mitética e ciclos celulares
curtos. As drogas antineoplasicas agem especialmente em células que estdo em
processo de divisdo ativa;, portanto, sao mais eficazes quando utilizadas
precocemente, ou seja, quando o tumor € ainda pequeno e cresce
exponencialmente. (BONASSA, 2005).

A quimioterapia atualmente é uma das principais modalidades terapéuticas
comumente utilizada no tratamento de pacientes com varios tipos de cancer.
Contudo, em muitos casos, somente a quimioterapia ndo leva a resultados
terapéuticos satisfatorios como a remissdo de tumores e a prevencao de metastase,
além de induzir muitos efeitos colaterais nas doses efetivas (SALGALLER,1998)

Os efeitos colaterais mais comuns ocasionados pelos agentes
quimioterapicos sdo: nauseas, vomitos, dermatite, fadiga, alteracées no paladar,
alopecia, sudorese ganho de peso e supressdao medular. (SMELTZER e BARE,
2002).

Os pesquisadores buscam novas drogas com alguns pré requisitos para que
sejam mais vantajosos do que os tratamentos existentes: ndo podem exercer
toxicidade em células normais, do contrario, promove dano generalizado; precisam
promover a morte celular por apoptose; ndo podem gerar necrose nem induzir a
eventos genotdxicos, ou seja, ndo pode provocar alteragcdes no DNA, do contrario
pode estar gerando mais chances de neoplasia.

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias
organicas conhecidas. Dentre os diversos reinos da natureza, o reino vegetal é o
gue tem contribuido de forma mais significativa para o fornecimento de metabdlitos
secundarios, muitos destes de grande valor agregado devido as suas aplicacoes

como medicamento, cosméticos, alimentos e agroquimicos. Muitas dessas
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substéancias constituem-se, sobretudo, em modelos para o desenvolvimento de
medicamentos sintéticos modernos (PHILLIPSON & ANDERSON, 1998).

Depois da descoberta destes medicamentos de origem vegetal, pode-se
entender a corrida entre algumas industrias transnacionais pela busca de
substancias bioativas novas. Nos anos 90 esta busca foi intensificada,
especialmente nas florestas tropicais onde se concentra grande parte da
biodiversidade (ROUHI,1997) e especialmente no Brasil, onde a grande maioria das
espécies continua sem qualquer estudo quimico ou biolégico (CORDELL, 1995).

Outra vantagem, ainda € o acumulo de substancias puras, pelas plantas. A
preocupacdo da industria farmacéutica com produtos quirais se intensificou e o
mercado de farmacos cardiovasculares, antibiéticos, hormdnios, vitaminas,
antiinflamatdrios e antitumorais enantioméricos entre 1994 e 1998 girou em torno de
27%. Este mercado explodiu nos anos seguintes e o faturamento de produtos quirais
produzidos a partir de espécies vegetais, a dez anos atras, alcancou 45,2 bilhdes de
dolares. Foi muito em funcdo desses dados que a industria farmacéutica investiu
macicamente em programas de bioprospeccdo, mesmo que considere um
investimento de alto risco. Nos anos noventa, o avanco das tecnologias associados
a quimica combinatodria, biotecnologia e estudos genémicos mudou completamente o
panorama da pesquisa em Quimica de Produtos Naturais praticada nos paises
industrializados. A fitoquimica deixou de ser o alvo. Eram necessarios estudos mais
abrangentes sobre a funcdo, regulacdo e natureza desses produtos naturais. A
biossintese bem reconhecida de muitas classes foi o elo de transicdo para o
entendimento de processos moleculares. A corrida vertiginosa por novos protétipos
de farmacos gerou as ja conhecidas “fabricas de descoberta de produtos bioativos”,
onde centenas de extratos poderiam ser testados em um dia. (PINTO ET AL, 2002).

Nesse contexto, foram incluidos os liquens como sendo portadores de
compostos quimicos inéditos devido a vasta gama da espécie ainda néo explorada.

Os liquens séo entidades biologicas formadas pela simbiose entre dois seres
bastante distintos: um fungo (micobionte) e uma ou mais algas (fotobiontes). Nessa
simbiose, enquanto a alga, através do processo de fotossintese, produz enormes
quantidades de carboidratos para “alimentar” o fungo, este oferece um ambiente

propicio para o desenvolvimento das algas. Produzem um talo de estrutura estavel e
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funcionamento impar, ndo comparado a outros grupos taxonémicos, possibilitando a
sobrevivéncia em ambientes onde nenhum dos dois simbiontes viveria isoladamente
(RAVEN et al, 2007).

Podem ser encontrados desde o nivel do mar até montanhas mais altas.
Considerando que podem ser escassos em altitudes extremamente elevadas e em
matas escuras. No entanto, podem ser encontrados em desertos, onde as
temperaturas sao variaveis e em regides polares com temperaturas muito baixas.
Seu limite de tolerancia as oscilacdes climaticas é superior a qualquer outro
organismo fotossintetizante (HONDA e VILEGAS, 1999).

A presenca de liquens nos mais variados habitat depende da disponibilidade
tanto de fatores fisicos e climaticos que proporcionem as condicbes necessarias
para seu desenvolvimento. A maioria dos liquens ndo apresenta especificidade para
substrato, mas existem espécies que apenas se desenvolvem sobre o cértex de
arvores, outras sobre as folhas e muitas sobre rochas, alcalinas ou A&cidas,
necessitando ou ndo das caracteristicas como rugosidade, porosidade, dureza,
exposicao a luz, pH do substrato, presenca de particulas no ar, umidade, ventos e
temperatura (MACELLI, 2006).

Os liquens podem ocorrer em trés distintos habitos (SPEER, 2012):

- Crustoso (forma de crosta aderida contra o substrato).
- Folioso (forma de folha sobre o substrato).
- Fruticoso (apresenta-se em forma de arbusto).

Mesmo apresentando diversidade de habitos de crescimento entre si, todos
os liquens tém uma morfologia interna similar. As partes componentes do liquen
estdo dispostas no talo. O talo liquénico € formado principalmente por hifas do fungo
e a densidade relativa desses filamentos define as camadas do liquen (XAVIER —
FILHO & RIZZINI, 1976).

Na superficie externa ou cortex, os filamentos estdo agrupados firmemente
para proteger o liqguen de outros organismos e reduzir a intensidade da luz que
poderia causar dano as células das algas (LEGAZ et al.,, 1986). As algas estao
dispostas abaixo do cértex em uma camada onde as hifas ndo estdo tdo densas.
Abaixo da camada de algas encontra-se a medula, que corresponde a um feixe de

hifas frouxas. Nos liquens foliosos ha um segundo cértex abaixo da medula (cortex
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inferior), mas nos liquens crustosos a medula esta em contato direto com o substrato

ao qual o liquen esté aderido. A Figura 01 mostra um exemplo de liquen crustoso.

Fonte: PEREIRA (2000)

Figura 1 — Modelo esquematico da microestrutura do talo liquénico. (A) Fotobionte, ou camada

gonidial; (B) Hifas medulares ou medula; (C) Hifas corticais ou cortex superior.

As substancias produzidas pelos liquens sdo agrupadas de acordo com a
localizacdo no talo em produtos intracelulares (carboidratos, carotendides, vitaminas,
aminoacidos e proteinas) e produtos extracelulares, também chamados metabdlitos
secundarios, encontrados na medula (depsidios e depsidonas) ou no cortex. A
concentracédo de metabdlitos secundarios pode variar de 0,1% a 10% em relacdo ao
peso seco do talo liguénico (HONDA, 1999).

Os metabolitos primarios séo utilizados pelo fungo para realizar fotossintese.
A partir do transporte massivo de carboidratos fornecidos pela alga, o fungo sintetiza

dentro de suas hifas os metabdlitos secundarios conhecidos como substancias



23

liquénicas, que sao logo excretadas e depositadas na sua superficie na forma de
cristais. Estes, acumulados sobre as hifas do coértex superior, participam do
mecanismo adaptativo de diversas espécies (LAWREY,1977). Esses cristais ou
metabodlitos secundarios podem atuar na fotorrecepcdo, foto-selecao,
impermeabilizacdo, regulagéo de temperatura, etc., e sdo formados por substancias
que caracterizam os liquens, responsaveis pelos diversos beneficios deles advindos
(MACFARLANE et al, 1984; CULBERSON, et al 1977).

Existe conhecimento de aproximadamente 800 compostos provenientes do
metabolismo de liquens: acidos alifaticos, meta- e para-depsideos, depsidonas,
ésteres benzilicos, dibenzofuranos, xantonas, antraquinonas, acidos Usnicos,
terpenos e derivados do &cido pulvinico. Embora muitos desses compostos sejam
também produzidos por fungos de vida livre e por plantas superiores, a maior parte é
considerada exclusiva dos liquens (ELIX & NASH,1996). A maioria dos metabdlitos
secundarios presentes em liquens € derivada da rota acetato-polimalonato; outros
sao derivados da rota do acido chiquimico ou da rota do acido mevalénico (HONDA,
et al 2006).

Os liquens sao utilizados, hd muito tempo, pela populacdo de diversas partes
em mundo como plantas medicinais e por produzirem substancias oloriferas (6leos
essenciais), ou produtos de degradacdo que geram perfumes muito apreciados.
Evernia furfuracea era empregada para embalsamar cadaveres — mumificacdo — no
Egito antigo. Fragmentos deste liguen foram encontrados em um vaso da 172
dinastia egipcia, aproximadamente no século XVII a.C. Quanto ao emprego dos
liquens na medicina popular, eram designados como “liquens verdadeiros” aqueles
gue Dioscorides, cirurgido do exército de Nero, indicava para tratamento de acordo
com a semelhanca que tivessem com a enfermidade, ou os 6rgdos afetados. Esta
era a “Doutrina dos Sinais” (ABRAHAN E FLOREY, 1949; LLANO, 1951). Alguns
liquens como Lobaria pulmonaria e Cetralia islandica também séo relatados para uso
medicinal desde o século XVII, sendo incluidos em inameras farmacopéias até o
século passado (BUSTINZA, 1951a). O uso de Usnea longissima como expectorante
e para o tratamento local de ferimentos é relatado na China. Ha relatos que o
pigmento de Usnea sp é usado a mais de 50 anos com sucesso para o tratamento

da tuberculose (SHIBATA et al, 1949). Na Finlandia, o extrato aquoso obtido a
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guente dos chamados musgos das renas (Cladonia alpestris, C. rangiferina ou C.
sylvatica) é tradicionalmente usado como remédios para tuberculose (VARTIA,
1950). O interessante é que posteriormente foi verificada a atividade bactericida de
extratos desses liquens (LIMA, 2009).

Nas ultimas décadas, os liquens tém atraido o interesse da comunidade
cientifica pelos varios relatos de atividade farmacolégica e medicinal, entre elas:
acdo antiespamodica, espamolitica, histaminica, hipotensiva, hipoglicemiante,
neuromuscular e analgésica, tanto periférica como central (APPA-RAOQO, 1987; SILVA
et al, 1997). Também sao relatadas na literatura atividades contra leishmaniose
cutanea, antioxidante, antinociceptiva e tripanossomicida (FOURNET, et al, 1997,
OBADASOGLU et al, 2005; CARVALHO et al, 2005). A capacidade fotoprotetora de
metabolitos liquénicos tem sido demonstrada por métodos in vitro e in vivo
(FERNANDEZ et al, 1996; RACAN et al, 2002). Essas descobertas tém estimulado
varias especulacbes sobre o potencial dessas substancias como fonte de novos
farmacos.

Estudos de atividade antibiética com diversos liquens constataram a eficacia
desses contra diversas bactérias, principalmente as Gram-positivas, na década de
40 (BURKHOLDER et al, 1944). O interesse pelas substancias responsaveis por
essa atividade impulsionou os trabalhos de isolamento dos &cidos liquénicos.
Bustinza, discipulo de Fleming, foi também um dos precursores neste tema de
investigacdo, estudando a eficiéncia antimicrobiana de compostos oriundos de
liquens, notadamente o &cido Usnico, isOmeros e derivados (BUSTINZA &
CABALLERO, 1948; BUSTINZA, 1951b). Véarios trabalhos continuam investigando a
atividade bactericida desses organismos a fim de descobrir novos medicamentos,
visto que é cada vez maior o numero de microrganismos patogénicos resistentes aos
tratamentos comuns (SAENZ, 2006) .

Estudos iniciais envolvendo substancias liquénicas para verificacdo de
atividade anticancerigena e antitumoral, foram publicados no final da década de 50,
onde foi demonstrada a eficiéncia do acido poliporico de Sticta coronata contra
leucemia linfocitica (CAIN, 1960). Testes com extratos brutos e fracbes
polissacaridicas contra tumores solidos do tipo sarcoma-180 e adenocarcinoma de

mama demonstraram resultados significativos (TAKEDA et al, 1972). Alguns
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produtos liqguénicos nitrogenados impediram por completo o desenvolvimento de
tumores asciticos do tipo carcinoma de Ehrlich; entretanto estes mesmos compostos
foram ineficazes contra o sarcoma-180 do tipo soélido (TAKAHASHI et al, 1981) .

Estima-se, ha algumas décadas, que os compostos liquénicos de natureza
fendlica sdo também eficazes contra neoplasias. O acido Usnico apresentou alta
atividade contra o carcinoma de Lewis (KUPCHA E KOPPERMANN,1975) e baixa
para leucemia linfocitica P388 (TAKAI et al, 1979). Este &acido foi, ainda, o
responsavel pela acdo antitumoral e citotoxica de extratos de Usnea fasciata, que
possui altos teores do referido composto (PEREIRA et al, 1994). A atranorina, bem
como os &cidos protoliquesterinico e nefrosferinico, exibiram forte inibicdo contra o
carcinoma de Ehrlich sélido (HIRAYAMA, et al 1980; SANTOS, 1996).

Estudos com liguens nordestinos e amaz6nicos vém sendo avaliados quanto
a presenca de compostos antineoplasicos. A eficiéncia de diferentes extratos obtidos
de Cladoniaceae contra tumores soélidos do tipo sarcoma-180 e carcinoma de
Ehrlich, foi comprovada, bem como contra células KB (carcinoma nasofaringeo)
(LIMA, et al, 1990). Esses mesmos extratos foram altamente eficazes quando
testados frente a mais quatro diferentes linhagens celulares (in vitro), notadamente
0s que continham maiores teores de atranorina e dos &cidos Usnico e estitico
(NASCIMENTO et al, 1994). Liquens de distintas procedéncias como da Chapada da
Diamantina (BA), Antartica e tabuleiros arenosos da Paraiba, demonstraram
resultados altamente satisfatérios para testes com extratos brutos, onde a
concentracdo dos principios ativos € muito baixa (SILVA et al, 1994).

Liguens da caatinga e de brejos nordestinos foram também estudados.
Teloschistes flavicans, Ramalina celastri e Heterodermia leucomela, procedentes da
caatinga, apresentaram extratos organicos e aquosos ativos contra o carcinoma de
Ehrlich e células KB; Ramalina complanata, ocorrente em brejo de altitude (PB), foi
eficaz contra tumores e apresentou atividade contra as células mencionadas
(PEREIRA, 1998).

No talo de Cladonia verticillaris ja foi detectada a presenca de varios
compostos, entre eles o orcinol, B-metil orcinol, carboxilato, atranorina, acido

evernico, acido protocetrarico e acido fumarprotocetrarico (PEREIRA, 1989), além
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dos produtos intermediarios da biossintese deste Ultimo, como o acido
hipoprotocetrarico e seu aldeido (PEREIRA et al., 1999).

As substancias produzidas pelos liguens se distinguem entre os produtos
naturais, devido as atividades biolégicas que apresentam. Além da atividade
antibiotica, especialmente sobre bactérias Gram-positivas, muitas das substancias
sdo ativas sobre fungos dermatdfitos patdgenos (LAWREY, 1986). Existem
substancias que tém mostrado acao inibitéria da atividade de enzimas virais, tais
como HIV-1 integrase e HSV-1 (NEAMATI, 1997) e de outras enzimas como a
lipooxigenase, a histidina descarboxilase e a tirosinase,(INGOLFSDOTTIR, 2002)
outras inibem a biossintese de Leucotrieno B4 (LTB4) (KUMAR e MULLER, 2000).
Além disso muitas substancias isoladas de liquens tém apresentado também
atividade antitumoral.

Apesar do potencial de atividades apresentadas pelas substancias de
natureza fendlica produzida pelos liquens, essas ndo sdo usadas corretamente
como medicamentos ou substratos para a preparacao destes. A limitacdo para 0 uso
das substancias produzidas pelos liquens como protétipo para novas drogas se deve
ndo somente a baixa solubilidade apresentada, como também, pelo efeito toxico da
maioria dos derivados fendlicos. Entretanto, uma substancia mediante modificaces
estruturais e/ou funcionalizacdes, pode ter sua solubilidade alterada, a atividade e a
toxicidade potencializada. Assim, através de um planejamento racional é possivel
modificar uma determinada substancia alterando a solubilidade e a atividade.
(MICHELETTI et al, 2009).

Dentre as espécies de liguens pouco estudadas quanto a suas propriedades
biologicamente ativas e composicdo fendlica, encontra-se a Pseudociphelaria
aurata.

Pseudociphelaria aurata (Ach.) Vainio € um fungo liquenizado pela alga verde
Dictyochloropsis symbiotica (CORDEIRO et al., 2005), pertencendo a familia
Lobariaceae, que inclui macroliqguens folhosos de géneros relacionados . Possui
habito folhoso, podendo ser facilmente destacada de seu substrato, geralmente
cortex de arvores ou arbustos. A superficie superior € esverdeada quando Uumida,
pardacenta ou castanho-avermelhada quando seco, com proeminente margem

sorediada amarela. A reproducdo se d& principalmente através da formacdo de



27

numerosos sorédios granulares amarelos; apotécios sdo raros. As pseudocifelas
irregulares e amarelas na parte inferior do talo sédo caracteristicas da espécie, que
revela também a coloracdo amarela da medula devido a presenca de compostos
secundarios da via do acido chiquimico. O tomento geralmente € curto, ndo denso,
castanho claro. Pode ter a cianobactéria Nostoc sp. em cefalédios como fotobionte
secundério, principalmente em exemplares de grandes altitudes (GALLOWAY, 1988;
FLEIG, 1999; MONCADA & FORERO, 2006).

P. aurata tem distribuicdo ampla em estados do sul e sudeste do Brasil,
sobretudo em localidades cuja altitude proporcione a ocorréncia de baixas
temperaturas, e umidade relativa do ar alta (FLEIG, 1999). Em Pernambuco, o grupo
de liguenologia da UFPE registrou ocorréncia da espécie em brejos (Garanhuns,
Pocéo, Arcoverde, Salod), que possuem as caracteristicas supracitadas para o sul e
sudeste brasileiro (LIMA et al., 2004).

Segundo Culberson (1969), as principais substancias de P. aurata, muitas
vezes relatada como Sticta aurata, sdo a calicina (Figura 2a), o acido pulvinico
(Figura 2c) e sua lactona (Figura 2b), esta Ultima as vezes chamada de stictaurina.
As trés substancias sdo derivadas do &cido pulvinico, compostos amarelos e
laranjas, formadas pela via do acido chiquimico. Huneck e Follmann (1967 apud
CULBERSON, 1970) isolaram 1.2% de calicina e 3% de lactona do &cido pulvinico a
partir de 5g de liquen. Huneck et al. (apud CULBERSON, 1977) relatam mais trés

substancias, o durvilonol, o durvilodiol e uma outra substancia neutra nao

identificada.

Figura 2- Estruturas moleculares das principais substancias de Pseudocyphellaria aurata, segundo

Huneck e Yoshimura (1996): a. calicina, b. lactona do acido pulvinico e c. &cido pulvinico.
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Avaliacdo da atividade antineoplasica in vitro e in vivo de extratos organicos de

Pseudociphellaria aurata (liquen).

RESUMO

(Avaliacdo da atividade antineoplasica in vitro e in vivo de extratos organicos de
Pseudociphellaria aurata, liquen). Este estudo descreve a avaliagdo da atividade antineoplasica in
vitro e in vivo dos extratos organicos da Pseudociphellaria aurata (Liquen). O material botanico foi
coletado no municipio de Saloa-PE. Os extratos orgénicos foram obtidos através do método de
esgotamento a quente. Foram realizadas analises cromatogréficas e avaliados a citotoxicidade, a
atividade antitumoral, o ritmo mitético e a histopatologia. O extrato etéreo apresentou o0 maior
rendimento, 3,75%. A analise em CCD demonstrou a presenga de calicina, &cido pulvinico e sua
lactona, estes dados foram confirmados em CLAE, demonstrando a maior concentracdo do acido
pulvinico no extrato etéreo, seguido pelo cloroférmico e sua auséncia no extrato acetdnico. Os testes
de atividade citotoxica mostraram ICs, de 3,75ug mL™ e 17ug mL™ para os extratos etéreo e
cloroférmico, respectivamente. Os ensaios de toxidez mostraram que 0s extratos apresentaram baixa
toxidez, ndo sendo determinada a DL50. A atividade antitumoral apresentada pelo extrato etéreo foi de
67% frente ao sarcoma 180 e de 56,4% frente ao carcinoma de Erhlich, em relacdo ao grupo controle.
Os resultados dos ensaios de AgNOR demonstraram para o carcinoma de Erlich uma significativa
diminuicdo do ritmo mit6tico. Portanto, pode-se sugerir que o principal responsavel pelas atividades
observadas é o &cido pulvinico. O conjunto de dados indica que a atividade antineoplasica verificada
tem seu mecanismo relacionado com a inibicdo do processo mitético e ndo somente a a¢ao citotdxica

propriamente dita.

Palavras — chave: antitumoral; liquen; Pseudociphellaria aurata.

ABSTRACT

In vitro and in vivo evaluation of antineoplastic activity of organic extracts of
Pseudociphelaria aurata (lichen). This study describes the evaluation of antineoplastic activity
in vitro and in vivo organic extracts of Pseudociphellaria aurata (lichen). The plant material
was collected in the municipality of Saloa-PE. The organic extracts were obtained by the
method of heat exhaustion. Chromatographic analyzes were performed and evaluated the
cytotoxicity, antitumor activity, the mitotic rhythm and histopathology. The ether extract had
the highest yield, 3.75%. The analysis showed the presence of TLC calicina, pulvinic acid and

its lactone, these data were confirmed by HPLC, showing a higher concentration of acid in
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pulvinic ether extract, followed by chloroform and acetone extract in his absence. The
cytotoxicity tests showed IC50 of 3.75 mg mL-1 and 17ug mL-1 for chloroform and ether
extracts respectively. The toxicity tests showed that the extracts showed low toxicity, the
LD50 not determined. The antitumor activity displayed by the ether extract was 67%
compared with sarcoma 180 and 56.4% against the Erhlich carcinoma, compared to the
control group. The test results demonstrated for the AgNOR carcinoma Erlich a significant
decrease in the mitotic rate. Therefore, one may suggest that the principal is responsible for
the activities observed acid pulvinico. The data set indicates that the antineoplastic activity
has verified its mechanism related to inhibition of the mitotic process and not only the
cytotoxic action itself.

Key words: antitumor; lichen, Pseudocyphellaria aurata.

Introducéo

A simbiose existente nos liquens possibilita a producdo de diversos compostos, a
maioria originados de metabolismo secundario desses organismo. Esses compostos sdo em
sua maioria fendis. As atividades bioldgicas dessas substancias foram elucidadas por varios
autores (CONHEN, 1996; NANDI et al., 2007; SELASSIE et al, 2005).

Um dos maiores interesses no estudo quimico dos liquens esta na sua possibilidade de
sua atividade antitumoral. Os estudos relacionados a esta atividade tiverem inicio no final da
década de 60 (SHIBATA et al.,1968).

Estudos envolvendo a agdo antitumoral e citotdxica dos metabdlitos secundarios frente
a tumores experimentais comprova que essas substancias exercem funcdo de inibicdo do
crescimento tumoral. Apoptose, captacdo de radicais, antioxidantes e caracteristicas pro-
oxidantes sdo os principais mecanismos de acdo da atividade antitumoral dos compostos
fendlicos e varios estudos quantitativos de estrutura e atividade tém sido realizados
(SELASSIE et al., 2005; ODABASOGLU et al., 2005; NANDI et al., 2007).

Extratos dos liquens Cladonia convoluta, Cladonia rangiformis, Parmelia caperata,
Plastimatia glauca e Romalia cuspidata apresentaram atividade citotoxica em linhagens de
células neoplasicas humanas, mielogenoma leucémico, metastase de carcinoma de proéstata
adenocarcinoma de mama e glioblastoma (BEZIVIN et al., 2003).

O presente estudo objetivou obter extratos organicos de Pseudociphellaria aurata,

analisar sua composicdo fendlica e avaliar a agdo antitumoral in vivo. Considerando que ndo
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foram encontrados dados anteriores que remetam a atividade desses compostos fenolicos e do
extrato organicos do referido liquen.

Materiais e métodos

Coleta e armazenamento do material liquénico

Amostras de Pseudocyphellaria aurata (Ach.) Vainio foram coletadas na Serra da
Prata — coordenadas 24L 0742998 e UTM 9001885 — municipio de Saloa-PE. Apds a limpeza,
o material liquénico foi acondicionado em sacos de papel até o momento de seu

processamento.

Preparo dos extratos organicos

O Material botanico teve seus compostos fenolicos extraidos atraves da maceracao de
20g do talo seco com 100mL dos solventes: éter, cloroférmio e acetona, seguindo a série
eluotropica, através da técnica de esgotamento a quente em soxlet. Os extratos organicos
foram evaporados em rota-evaporador até secura. Os extratos organicos secos foram
mantidos em dissecador até peso constante e posteriormente utilizados para ensaios de

citotoxicidade, DL50 e atividade antitumoral

Analise dos fenois liquénicos

A anélise da fracdo fendlica foi realizada por meio de técnicas de cromatografia em
camada delgada (CCD), e liquida de alta eficiéncia (CLAE). Para os ensaios em CCD o0s
extratos organicos (etéreo, cloroférmico e aceténico) foram diluidos até a concentracdo de
2,0mg.ml™, sendo aplicados 5pl da solugdo em cromatoplacas de silica Gel F Merck F-254nm
(20 x 20cm; 0,25mm de espessura). A fase movel utilizada foi o sistema, Hexano: acetato de
etila (9:1). De acordo com a metodologia descrita por Culberson (1972). As bandas foram
observadas sob luz UV de comprimento de onda curta (254nm) e longa (365nm), e reveladas
com 4cido sulfdrico a 10% e aquecimento a 100 ‘C/10min, sendo identificadas por suas

reacOes de cor, e Rf comparados aos dos padrdes ja conhecidos para espécie.
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No tocante & analise em CLAE foram injetados 0,img mL™ das amostras em
cromatografo liquido HITACHI acoplado a um detector de UV da marca CG. As condigdes
de cromatografia obedeceram a metodologia de Legaz & Vicente, 1983, a citar: coluna de
fase reversa MicroPack MCH-18 (300mm x 4mm I.D.), volume de injecdo 10ul; fase movel
metanol:dgua:acido acético (80:19,5:0,5 v/v) em sistema isocratico; pressdo 88 atm;
temperatura ambiente (28° + 3°C); detector de UV a 254nm.

Ensaios de citotoxidade

Os estudos de citotoxidade foram realizados no Laboratério de Cultura de Células do
Departamento de Histologia da UFPE. Foram utilizadas células da linhagem Hela (Carcinoma
epidermdide de colo de utero) em fase exponencial de crescimento, apos 24h de repicadas. As
celulas foram cultivadas em DMEM (Meio Essencial Minimo Dubelco), suplementado com
10% de soro fetal bovino, 1% de uma solucdo de antibidticos (penicilina 1000 Ul/mL +
estreptomicina 250mg/mL ) e 1% de glutamina 200puM. Em seguidas foram mantidas a 37 °C
em atmosfera Umida, enriquecida com 5% de CO,.

A viabilidade celular foi determinada utilizando excluséo do Azul Tripan, corante vital
capaz de penetrar facilmente nas células eventualmente danificadas pelas manipulacGes
experimentais, corando-as em azul; as células integras, vivas, permanecem incolores
(Weisenthal et al., 1983).

A avaliacdo da citotoxidade foi determinada utilizando método colorimétrico MTT ou
brometo {3-[4,5 dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio}. Este método se baseia na capacidade
apresentada por células de reduzir o sal tetrazélio a cristais azuis (formazan), que precipita
pela acdo da enzima mitocondrial succinil desidrogenase, ativa apenas para células vivas.
Uma solucdo de MTT a 5% foi preparada em PBS — Phosphate Buffered Saline, estéril, em
agitador magnético, durante 4h, em auséncia de luz e em seguida filtrada em filtro Millipore
com poros de 0,22um de didmetro; esta solucao foi conservada em refrigerador, ao abrigo de
luz, durante um més (Mosmann, 1983, modificado por Carmichael et al., 1987 e Alley et al.,
1988). Nos ensaios de citotoxidade foi utilizada uma suspenséo de 5x10* células/mL. Esta foi
distribuida em placa com 96 pogos (198uL em cada poco). Decorridos 24h foram adicionado
22Ul dos extratos organicos de Pseudociphellaria aurata, dissolvidos em DMSO

(dimetilsulféxido), nas concentracfes de 20; 10; 5 e 2,5 pg/mL. Ap6s 72h de incubacéo,
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foram adicionados 15uL de MTT em cada poco. As placas foram reincubadas nas mesmas
condigdes, por um periodo de 2h, apds o qual o meio de cultura foi removido e adicionado
100pL de DMSO em cada poco, para solubilizacdo dos cristais (Formazan). A leitura foi
realizada em leitor automatico para placas Multiskan ELX-800, a 540nm.

O desenvolvimento das células tratadas foi comparado ao das células controle, onde a
percentagem de inibicédo foi calculada através da formula: (C — T) / C x 100, onde C é a media

das células controle, e T & a média das células tratadas.
Ensaio de toxidez aguda -Determinacéo da dose letal média (DL50)

Os ensaios de atividade antitumoral foram precedidos de testes para a determinacéo da
toxidez dos derivados pirimidinicos, segundo a metodologia de Karber & Berhrens (1964),
modificada por Berlion (1988). Nos experimentos foram utilizados camundongos machos
albinos suicos, divididos em lotes de quatro animais. A via de administracdo utilizada foi a
intraperitoneal.

O ensaio consistiu em duas fases, uma preliminar e outra definitiva. Na primeira fase,
os animais foram divididos em lotes e receberam em Unica dose a droga teste, em
concentragdes crescentes, seguindo uma progressdo geomeétrica de razdo 2,0. A finalidade foi
determinar qual a maior dose que ndo apresenta letalidade (D1) e a menor que apresenta
100% de letalidade (D2). A partir dos dados da fase preliminar iniciou-se a fase definitiva. Os
animais receberam doses da droga compreendidas entre D1 e D2, seguindo uma progressao
geométrica de razdo 1,5. Em seguida, os animais foram observados durante quatro horas (com
anotacdes a cada 10 min.) e acompanhados por periodo de 24, 48 e 72h. Os resultados finais

foram avaliados segundo a formula:

D (a.b)
DL50% = Df —=——
n
Df = dose minima capaz de matar todos os animais
a = diferenca entre duas doses consecutivas administradas
b = média de animais mortos entre duas dose consecutivas

n = namero de camundongos por lote
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Avaliacéo da atividade antitumoral in vivo

Para a avaliacdo da atividade antitumoral foram empregados 60 camundongos albinos
Swiss, machos com idade de 35 a 60 dias e peso médio de 30,0 g, provenientes do Biotério do
Laboratorio de Imunopatologia Keiso Asami-Lika-UFPE. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em trés grupos experimentais. Os animais foram mantidos a temperatura
ambiente a 28°C + 2°C, sob ciclo dia/noite natural (12h luz e 12h escuro), com livre acesso de
agua e alimento durante o experimento e distribuidos em grupos (n= 10 grupo) segundo
delineamento experimental.

Os testes de Atividade antitumoral foram realizados, segundo a metodologia descrita
por Stock et al., (1965). Nestes estudos foram avaliadas dois tumores experimentais, um de
origem epitelial, o Carcinoma de Ehrlich e outro de origem conjuntiva, o Sarcoma 180.
Células do tumor ascitico (5,0 x 10° células ml %) foram inoculadas via subcutanea (s.c) na
regido dorsal direita do camundongo. Apo6s 24 h de inoculacdo teve inicio o tratamento,
realizado por 7 dias consecutivos. Injecdes de solucbes dos extratos eteréo de
Pseudocyphellaria aurata, administrados intraperitonealmente numa dose equivalente a 200
mg/ kg. As amostras contendo os extratos foram preparadas em solucdo estéril de NaCl a
0,9% contendo Tween 80 a 0,05% (v/v). Os animais do grupo controle tratados com o veiculo
(solucao de NaCl a 0,9 estéril). Ap6s 7 dias de tratamento, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical. Os tumores e 6rgéos (figado, rins e bago) foram dissecados e pesados,
consecutivamente submetidos a estudos histopatoldgicos.

A inibicdo tumoral determinada a partir do peso médio tumoral dos grupos de animais
tratados em relagdo ao grupo controle ndo tratado.

Durante o ensaio todos os animais examinados diariamente quanto a sua mobilidade e
presenca de alguns sinais clinicos tais como diarréia, dispinéia e prostacdo. Os dados
avaliados foram anotados em ficha prépria, individual para cada camundongo. O peso

corporeo e a quantidade de alimento consumida.

Estudos histopatologicos

As espécimes de tecido obtidas foi mergulhado em uma solucéo de formol a 10 %

neutro tamponado (NBF), permanecendo nesta solucdo pelo periodo de 24 horas. Apos esse
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procedimento, os fragmentos foram desidratados em alcool etilico em concentracdes
crescentes, diafanizados pelo xilol, impregnados e incluidos em parafina. Para cada fragmento
tumoral foram confeccionados cortes semi-seriados com espessura 5um. Assim, 0S cortes
obtidos foram colocados em laminas untadas com albumina e mantidos em estufa regulada a

temperatura de 37°C, por 24 horas para secagem.

Avaliacdo microscopica e estatistica.

Os cortes foram submetidos a técnica de coloracdo pela Hematoxilina-Eosina (H.E.)
para a descri¢do histomorfoldgica preliminar. Para a técnica de AGNOR (Ploton et al. 1986),
os cortes foram tratados previamente em solugdo de acido acético/etanol (1:3) durante cinco
minutos, lavados com etanol absoluto (trés vezes) e deixados em agua deionizada corrente por
15 minutos. Entdo foram secos com papel-filtro e receberam a solugéo aquosa de nitrato de
prata (50%) misturada com solugdo de gelatina ( 2% em solucdo de acido formico a 1%) na
proporcédo de 2:1. A solucdo de prata foi incubada por 30 minutos, em temperatura ambiente e
em estufa a 45°C.

As imagens histoldgicas destas laminas foram capturadas por camera digital (Moticam
3.0) acoplada ao microscopio 6ptico (Nikon E-200), sob foco fixo e clareza de campo,
obtendo-se 20 campos por lamina com aumento final de 1000X.

As fotomicrografias foram avaliadas através do software ImageJ versao 1.44 (Research
Services Branch, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA.) o plugin “cell
counter” sera utilizado na contagem dos AgNORs por célula (200 células tumorais por
animal) e o plugin “color deconvolution” na determinacdo da area dos AgNORs por célula
(um?) e a porcentagem da area celular ocupada por estes.

Os dados da contagem obtidos foram analisados estatisticamente através do teste de
Mann-Whitney com o intuito de se verificar possiveis diferencas entre os grupos. Para tanto,
foi adotado o nivel de significancia de 5% ou p< 0,05.

Resultados e discussdes

A producdo de metabolicos secundarios liquénicos pode ser influenciada por

condigdes ambientais, variacOes de temperatura, pois esses podem interferir na atividade
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fisiologica dos liquens. Também podem influenciar na producdo de metabolicos os fatores
como a idade do talo e fatores genéticos (Hale, 1983).

Durante o processo de extracdo do material liquénico, observou-se a sedimentagédo e
formacéo esponténea de cristais os quais foram utilizados para realizacdo de cromatografia
camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia. A concentragdo de metabdlitos
secundarios pode variar de 0,1 a 10% em relacdo ao peso seco do talo liquénico, embora em
alguns casos a concentracdo possa ser mais alta (Galun et al., 1988). Os rendimentos das
extracOes realizadas foram aproximados aos citados por Asahina e Shibata (1954); na qual
obtiveram 3,12% de cristais com aspectos semelhantes aos obtidos na extragdo realizada no
atual trabalho. Houve variacdo entre os solventes utilizados, sendo encontrado maior
formacdes de cristais na extracdo etérea, obtendo 3,75% desses cristais (Fig. 1). No extrato
acetbnico foram obtidos 3,0% de substancia amorfa com coloracdo amarelada, e no extrato

cloroférmico onde o rendimento foi menor, com 0,68% de substancia amorfa escura.

Figura 1. Cristais obtidos da extracdo com éter de Pseudociphelaria aurata.

Porém nas CCD evidenciaram-se as principais substancias nos trés extratos; em
concentragfes diferentes (Fig. 2). As trés principais substancias encontradas na especie:
calicina (Rf 0,78), o &cido pulvinico (Rf 0,09) e sua lactona (Rf 0,80). Valores semelhantes
aos reportados por Huneck & Yoshimura (1996), para as mesmas substancias. Evidenciou-se

também a presenca de alguns outros metabolitos ndo claramente descritos para espécie.
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Figura 2. Cromatografia de Camada Delgada dos extratos orgénicos de P. aurata, Lact — Lactona, Cal

— Calicina, Pul — &cido pulvinico, Et- extrato etéreo, Cl- extrato cloroférmico, Ac — extrato o acetonico

A anélise em CLAE corroborou os resultados observados em CCD. Foram observados
em todos os extratos um conjunto principal de trés picos, exceto para o extrato cloroférmico,
onde o primeiro dos picos esta ausente. Tais picos, em sua sequiéncia de eluicdo na coluna,
quando relacionada & CCD deve corresponder ao &cido pulvinico (Tr = 3,2), calicina (Tr =
5,7) e a lactona do &cido pulvinico (Tr = 6,2). A pequena variacdo nos tempos de retencdo
entre os extratos pode estar relacionada ao tipo de injetor utilizado. Para o extrato acetonico
ainda se verifica um pico adicional mais elevado.

Este pode corresponder a um composto resultante de reacdo fotolitica ou oxidativa do
acido pulvinico. Em experimentos de cromatografia em coluna foram verificadas alteraces
de cor, em questdo de horas, do referido composto, uma vez isolado. Este fenémeno dificultou
o0 procedimento de purificacdo (dados ainda ndo publicados). Esta hipotese é ainda
corroborada por Xavier (2008) que chama a atencdo para a possivel presenca nos extratos
desta espécie de compostos fotorreativos.

Nos resultados é possivel ainda se verificar que o extrato em que a concentracdo de
acido pulvinico foi maior no acetodnico, seguida pelo etéreo, o que é esperado em face da
polaridade dos solventes e o composto em questdo. Ja a calicina e a lactona do mencionado

acido aparecem em maior concentragdo no extrato cloroférmico, seguida pelo etéreo (Fig. 3)
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Figura 3. Cromatogramas em CLAE dos padroes de P. aurata (a), extrato organico etéreo (b), extrato
organico acetdnico (c), extrato organico cloroférmico (d) de P. aurata.
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Na determinagdo da atividade antineoplésica in vitro realizados com as células Hela
(carcinoma epidermoide do colo de Utero), foram testados extratos organicos etéreo e
cloroférmico da Pseuddociphellaria aurata, além grupo celular testado com solucdo salina,
representando o grupo controle. Ambos nas concentracbes de 2,5; 5,0; 10; e 20ug/ml.
Apresentaram em todas as doses utilizadas variagcbes na viabilidade celular, sendo mais
evidente no extrato etéreo, no qual, na maior dose utilizada apresentou 9,1% de viabilidade
celular quando comparado ao grupo controle (Fig. 4). Esse achado deve-se provavelmente
pela acdo do acido pulvinico, pois é o metabolito secundario mais evidenciado na CLAE do
extrato etéreo, porém existem outras substancias que podem atenuar essa agdo do extrato
etéreo, considerando que no extrato cloroférmico também apresenta concentraces
significativas do acido pulvinico. Também ndo se pode descartar a hipotese de que 0s outros
metabolitos presentes no extrato cloroférmico, como se evidenciou a calicina e lactona,
possam ter algum tipo de acdo blogueadora do efeito citotdxico do acido pulvinico, ou quando
usados combinados possam antagonizar o efeito citotdxico presente no acido pulvinico, pois

ndo verificou-se acles citotoxicas comuns aos extratos testados.
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Figura 4. Atividade citotoxica com células HeLa dos extratos organicos etéreo e cloroférmico da P.
aurata.
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Considerando os resultados da viabilidade celular dos extratos testados, estimou-se a
concentracdo inibitéria minima para 50% das celulas (IC 50%) sendo 3,75pg mL™ ¢ 17ug
mL™?, para os extratos etereo e cloroférmico, respectivamente. Confirmando que para haver
acao citotoxica expressiva do extrato etereo necessita-se de uma dosagem menor quando
comparada ao extrato cloroférmico.

Nos ensaios de toxidez aguda in vivo, observou-se que o extrato bruto etéreo nédo
apresentou sinais de toxicidade nos animais avaliadaos até a concentracdo de 2000mg/ml.
Também ndo foram evidenciadas presenca de animais mortos em todas doses testadas
(500mg/kg, 1000 mg/kg e 2000mg/kg). Durante as 48 horas ndo foram evidenciadas reagoes
expressivas tais como diarreias e piloerecdo até a doses de 2000mg/ml. N&o sendo possivel
determinar a DL50% desta fracdo organica testada.

Nos estudo de atividade antitumoral in vivo foram avaliados os seguintes tumores
solidos experimentais, Sarcoma 180 e Carcinoma de Erlich. Os resultados expressaram
diferengas de inibigdo tumoral entre os tumores testados. Quando testado o extrato organico
etéreo na concentracdo de 200mg mL™ kg, o tumor Sarcoma 180 apresentou 67% de
crescimento tumoral, e 33% de inibicdo tumoral quando comparado ao grupo controle, testado
com solucdo salina 0,9%. Enquanto os animais implantados com o tumor carcinoma de Erlich
demonstrou um crescimento tumoral de 56,4%, e 43,6% de inibicdo tumoral quando
comparado ao grupo controle.

A massa tumoral média desses tumores também apresentaram diferencas expressivas.
Porém apesar do carcinoma de Erlich apresentar uma reducdo na massa tumoral frente ao
Sarcoma 180, ndo ha diferenca significativa na reducdo do crescimento tumoral (Fig 5). A
massa tumoral média do Sarcoma no grupo controle foi de 1,757g, enquanto que no grupo
tratado com extrato organico etéreo foi 1,177¢g, tendo reducdo significativa no crescimento
tumoral. No Carcinoma de Erlich a massa tumoral média no grupo controle foi de 1,386g, e
no grupo tratado com extrato etéreo foi 0,780g. Dados que indicam uma acao antitumoral do
extrato organico etéreo do liquen estudado; evidenciado pela diminuicdo do crescimento
tumoral em ambos tumores, que, entre eles ndo apresentam crescimento desiguais, porém
quando comparados ao grupo tratado com solugdo salina 0,9%, apresentam redugcdo no

crescimento, com inibigéo tumoral significativa.
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Figura 5. Massa Tumoral Média dos grupos experimentais

O extrato organico etéreo, utilizado para a determinacao da atividade antitumoral, tem
em sua maior concentragdo o acido pulvinico, evidénciado na CLAE. Devendo-se
provavelmente a este composto a acdo obtida quando testado nos grupos tumorais. N&ao
evidencia-se na literatura mencédo a este composto como antitumoral. Porém, estes dados nédo
excluem a possivel influéncia ou acdo sinergica dos demais componentes desses extratos.

A diferenca da acdo dos grupos tumorais tratados com extrato etéreo e 0 grupo
controle, evidenciou-se na histopatologia dos tumores ap6s termino do tratamento. Entre 0s
tipos de tumores, mesmo sendo de origem diferentes, 0 Sarcoma 180 de origem conjuntiva, e
0 carcinoma de Erlich de origem epitelial, ndo demonstraram alteragdes significativas na
invaséo de tecidos adjacentes ao tumores, na necrose tumoral e na mitose celular, notando-se
maior area de necrose tumoral no grupo tratado com extrato etéreo bruto da
Pseudoociphellaria aurata em relagdo ao grupo tratado com solugéo salina a 0,9% (Fig. 6 A,
B, C).

Porém, quando utilizado a técnica de AgNor visualizou-se que no carcinoma de Erlich
houve diminui¢do na proliferacdo celular com um significativo efeito citotdxico, e uma area

de necrose tumoral menor. No Sarcoma 180 notou-se a area de necrose tumoral maior, o que
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pode justificar a massa tumoral ser maior em relacdo ao carcinoma de Erlich, ambos também
comparados ao grupo controle, tratado com solugéo salina 0,9%. (Tab. 1 e 2)

Apesar de o extrato etéreo demonstrar maior atividade sob o carcinoma de Erlich, ndo
deve-se excluir o efeito citopatico sob Sarcoma 180, pois a massa tumoral que €é evidénciada
nesse tumor, pode ser resultado da maior area de necrose.

A técnica de AQNOR marca as regides organizadoras de nucléolo (NORs) que foram
descritas primeiramente por Heintz (1931) e por McClintock (1934) (Derenzini, 2000), como
sendo as regides marcadas de cromatina em torno da qual, no fim da telofase, o nucléolo é
reformado ap6s seu desaparecimento durante a fase mitotica da célula (Fig. 6D). Estas regies
correspondem aos constituintes secundarios de cromossomas da metafase (Howell, 1982;
Ploton, 1986).

Figura 6. Micrografia em Hematoxilina - Eosina (HE) do Sarcoma 180 a 100x (A) e carcinoma de
Ehrlich a 100x (B) tratados com extrato etéreo da P. aurata, do grupo controle tratado com solucéo
salina a 0,9% a 400x (C) e Micrografia AgNor do sarcoma 180 a 400x (D).
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Tabela 1. AlteracGes nos parametros de marcacdo de AgNORs em células neoplasicas de
Tumor de Ehrlisch de animais tratados com extrato etéreo de P. aurata em comparagdo com
controle, média + desvio padrao.

Parametros Controle Tratado
AgNOR/Nucleo 2,81 +0,97 2,42 + 0,36*
Area AgNOR/Célula (umz) 9,36 + 4,68 8,48 + 2,63
% é&rea celular ocupada 10,19 £ 4,72 11,13+ 2,92
AgNOR

AgNORs, Regides argirofilicas organizadoras de nucléolos.
*p=0,02, teste de Mann-Whitney

Tabela 2. Alteracdes nos parametros de marcacao de AQNORs em células neoplasica de
Sarcoma 180 de animais tratados com extrato etéreo de P. aurata em comparagdo com
controle, média * desvio-padrao.

Parametros Controle Tratado
AgNOR/Nucleo 2,16 +1,17 1,99 + 0,93
Area AgNOR/Célula (um?) 6,14 + 3,21 8,19 + 7,61
% &rea celular ocupada 8,01 + 3,92 9,95 + 8,26
AgNOR

AgNORs, Regides argirofilicas organizadoras de nucléolos.
* p<0,05, teste de Mann-Whitney
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Conclusodes

Os extratos organicos da Pseudociphellaria aurata apresentam acdo citotdxica e
antitumoral in vitro e in vivo frente a tumores experimentais (Sarcoma 180 e Carcinoma de
Erlich).

O efeito antineoplasico parece estar relacionado a acdo antiproliferativa, embora o
mecanismo néo esteja claro.

Possivelmente o efeito observado estd relacionado ao &cido pulvinico presente em

maiores concentracgdes nos extrato ativos.
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ANEXO — NORMAS PARA PUBLICACAO

ACTA
BOTANICA

Normas gerais para publicacao de artigos na Acta Botanica Brasilica

A Acta Botanica Brasilica (Acta bot. bras.) publica artigos originais,
comunicacdes curtas e artigos de revisdo, estes Ultimos apenas a convite do
Corpo Editorial. Os artigos sao publicados em Portugués, Espanhol e Inglés e
devem ser motivados por uma pergunta central que mostre a originalidade e o
potencial interesse dos mesmos aos leitores nacionais e internacionais da
Revista. A Revista possui um espectro amplo, abrangendo todas as areas da
Botanica. Os artigos submetidos a Acta bot.bras. devem ser inéditos, sendo
vedada a apresentacdo simultanea em outro periédico.

Sumario do Processo de Submisséo. Manuscritos deverdo ser submetidos por
um dos autores, em portugués, inglés ou espanhol. Para facilitar a rapida
publicacdo e minimizar os custos administrativos, a Acta Botanica Brasilica
aceita somente Submissfes On-line. Nao envie documentos impressos pelo
correio. O processo de submissdo on-line € compativel com os navegadores
Internet Explorer versdo 3.0 ou superior, Netscape Navigator e Mozilla Firefox.
Outros navegadores nao foram testados.

O autor da submissdo serd o responsavel pelo manuscrito no envio
eletrénico e por todo o0 acompanha-mento do processo de avaliacéo.

Figuras e tabelas deverdo ser organizadas em arquivos que serdo submetidos
separadamente, como documentos suplementares. Documentos suplementares
de qualquer outro tipo, como filmes, animacdes, ou arquivos de dados originais,
poderao ser submetidos como parte da publicagéo.

Se vocé estiver usando o sistema de submissdo on-line pela primeira vez, va
para a pagina de 'Cadastro’ e registre-se, criando um ‘login' e 'senha’. Se vocé
esta realmente registrado, mas esqueceu seus dados e ndo tem como acessar 0
sistema, cligue em 'Esqueceu sua senha’'.

O processo de submisséo on-line é facil e auto-explicativo. Sdo apenas 5 (cinco)
passos. Tutorial do processo de submissdo pode ser obtido em
http://www.botanica.org.br/ojs/public/tutorialautores.pdf. Se vocé tiver problemas
de acesso ao sistema, cadastro ou envio de manuscrito (documentos principal e
suplementares), por favor, entre em contato com o nosso Suporte Tecnico.

Custos de publicagédo. O artigo tera publicacdo gratuita, se pelo menos um dos


http://www.botanica.org.br/ojs/public/tutorialautores.pdf

autores do manuscrito for associado da SBB, quite com o0 exercicio
correspondente ao ano de publicacdo, e desde que o numero de péaginas
impressas (editadas em programa de editoracdo eletrbnica) ndo ultrapasse o
limite méximo de 14 péaginas (incluindo figuras e tabelas). Para cada péagina
excedente assim impressa, sera cobrado o valor de R$ 35,00. A critério do Corpo
Editorial, mediante entendimentos prévios, artigos mais extensos que o limite
poderdo ser aceitos, sendo o excedente de paginas impressas custeado
pelo(s) autor(es). Aos autores nao-associados ou associados em atraso com as
anuidades, serdo cobrados os custos da publicacdo por pagina impressa (R$
35,00 por pagina), a serem pagos quando da solicitacdo de leitura de prova
editorada, para correcao dos autores. No caso de submisséo de figuras coloridas,
as despesas de impressdo a cores serao repassadas aos autores
(associados ou nédo-associados), a um custo de R$ 600,00 reais a pagina
impressa.

Seguindo a politica do Open Access do Public Knowledge Project, assim que
publicados, os autores receberdo a URL que dara acesso ao arquivo em formato
Adobe® PDF (Portable Document Format). Os autores ndo mais receberdo copias
impressas do seu manuscrito publicado.

Publicacdo e processo de avaliacdo. Durante o processo de submissao, 0s
autores deverdo enviar uma carta de submissdo (como um documento
suplementar), explicando o motivo de publicar na Revista, a importancia do seu
trabalho para o contexto de sua area e a relevancia cientifica do mesmo. Os
manuscritos submetidos serdo enviados para assessores, a menos que nao se
enquadrem no escopo da Revista. Os manuscritos serdo sempre avaliados por
dois especialistas que terdo a tarefa de fornecer um parecer, tdo logo quanto
possivel. Um terceiro assessor sera consultado caso seja necessario. Os
assessores ndo serdo obrigados a assinar 0os seus relatorios de avaliacdo, mas
serdao convidados a fazé-lo. O autor responsavel pela submissdo podera
acompanhar o progresso de avaliacdo do seu manuscrito, a qualquer tempo,
desde que esteja logado no sistema da Revista.

Preparando os arquivos. Os textos do manuscrito deverdo ser formatados
usando a fonte Times New Roman, tamanho 12, com espagamento entre linhas
1,5 e numeracdo continua de linhas, desde a primeira pagina. Todas as
margens deverdo ser ajustadas para 1,5 cm, com tamanho de pagina de papel
A4. Todas as paginas deverdo ser numeradas seqiencialmente.

O manuscrito devera estar em formato Microsoft® Word DOC (versdo 2 ou
superior). Arquivos em formato RTF também serdo aceitos. Arquivos em formato
Adobe® PDF ndo serdo aceitos. O documento principal n&do devera incluir
gualquer tipo de figura ou tabela. Estas deverdo ser submetidas como
documentos suplementares, separadamente.

O manuscrito submetido (documento principal, acrescido de documentos
suplementares, como figuras e tabelas), poder4 conter até 25 paginas
(equivalentes a 14 paginas impressas, editadas em programa de editoracao
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eletrénica). Assim, antes de submeter um manuscrito com mais de 25 paginas,
entre em contato com o Editor-Chefe.Todos 0s manuscritos submetidos deverdo
ser subdivididos nas seguintes se¢fes:1. DOCUMENTO PRINCIPALL.1. Primeira
pagina. Devera conter as seguintes informacdes:a) Titulo do manuscrito, conciso
e informativo, com a primeira letra em maildsculo, sem abreviacbes. Nomes
préprios em maiusculo. Citar nome cientifico completo.b) Nome(s) do(s) autor(es)
com iniciais em maiusculo, com nameros sobrescritos que indicardo, em rodapée,
a afiliacdo Institucional. Créditos de financiamentos deverdo vir em
Agradecimentos, assim como vinculagdes do manuscrito a programas de
pesquisa mais amplos (ndo no rodapé). Autores deverdo fornecer os enderecos
completos, evitando abreviacfes.c) Autor para contato e respectivo e-mail. O
autor para contato serq sempre aguele que submeteu o manuscrito.1.2. Segunda
pagina. Devera conter as seguintes informac¢fes:a) RESUMO: em maiusculas e
negrito. O texto devera ser corrido, sem referéncias bibliograficas, em um Unico
paragrafo. Devera ser precedido pelo titulo do manuscrito em Portugués, entre
parénteses. Ao final do resumo, citar até 5 (cinco) palavras-chave a escolha do(s)
autor(es), em ordem alfabética, ndo repetindo palavras do titulo.b) ABSTRACT:
em mailsculas e negrito. O texto deverd ser corrido, sem referéncias
bibliograficas, em um unico paragrafo. Devera ser precedido pelo titulo do
manuscrito em Inglés, entre parénteses. Ao final do abstract, citar até 5 (cinco)
palavras-chave a escolha do(s) autor(es), em ordem de alfabética.Resumo e
abstract deverdo conter cerca de 200 (duzentas) palavras, contendo a
abordagem e o contexto da proposta do estudo, resultados e conclusdes.1.3.
Terceira pagina e subsequentes. Os manuscritos deverdo estar estruturados em
Introducdo, Material e métodos, Resultados e discussédo, Agradecimentos e
Referéncias bibliograficas, seguidos de uma lista completa das legendas das
figuras e tabelas (se houver), lista das figuras e tabelas (se houver) e descricdo
dos documentos suplementares (se houver).1.3.1. Introducdo. Titulo com a
primeira letra em maiusculo, em negrito, alinhado a esquerda. O texto devera
conter:a) abordagem e contextualizacdo do problema;b) problemas cientificos
gue levou(aram) o(s) autor(es) a desenvolver o trabalho;c) conhecimentos atuais
no campo especifico do assunto tratado;d) objetivos.1.3.2. Material e métodos.
Titulo com a primeira letra em mailsculo, em negrito, alinhado a esquerda. O
texto devera conter descricbes breves, suficientes a repeticdo do trabalho.
Técnicas ja publicadas deverdo ser apenas citadas e nao descritas. Indicar o
nome da(s) espécie(s) completo, inclusive com o autor. Mapas poderdo ser
incluidos (como figuras na forma de documentos suplementares) se forem de
extrema relevancia e deverdo apresentar qualidade adequada para impressao
(ver recomendacdes para figuras). Todo e qualquer comentario de um
procedimento utilizado para a analise de dados em Resultados devera,
obrigatoriamente, estar descrito no item Material e métodos.1.3.3. Resultados e
discussao. Titulo com a primeira letra em maidsculo, em negrito, alinhado a
esquerda. Tabelas e figuras (gréaficos, fotografias, desenhos, mapas e pranchas),
se citados, deverdo ser estritamente necessarios a compreensao do texto. Nao
insira figuras ou tabelas no texto. Os mesmos deverdo ser enviados como
documentos suplementares. Dependendo da estrutura do trabalho, Resultados e
discussdo poderdo ser apresentados em um mesmo item ou em itens
separados.1.3.4. Agradecimentos. Titulo com a primeira letra em maiusculo, em
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negrito, alinhado a esquerda. O texto devera ser sucinto. Nomes de pessoas e
Instituicbes deverdo ser escritos por extenso, explicitando o motivo dos
agradecimentos.1.3.5. Referéncias bibliograficas. Titulo com primeira letra em
mailsculo, em negrito, alinhado a esquerda. Se a referéncia bibliogréfica for
citada ao longo do texto, seguir o esquema autor, ano (entre parénteses). Por
exemplo: Silva (1997), Silva & Santos (1997), Silva et al. (1997) ou Silva (1993;
1995), Santos (1995; 1997) ou (Silva 1975; Santos 1996; Oliveira 1997). Na
secdo Referéncias bibliograficas, seguir a ordem alfabética e cronoldégica de
autor(es).

Nomes dos periddicos e titulos de livros deverdo ser grafados por extenso e em
negrito.Exemplos:Santos, J.; Silva, A. & Oliveira, B. 1995. Notas palinolégicas.
Amaranthaceae. Hoehnea 33(2): 38-45.Santos, J. 1995. Estudos anatdmicos em
Juncaceae. Pp. 5-22. In: Anais do XXVIII Congresso Nacional de Botanica.
Aracaju 1992. Sédo Paulo, HUCITEC Ed. v.l.Silva, A. & Santos, J. 1997.
Rubiaceae. Pp. 27-55. In: F.C. Hoehne (ed.). Flora Brasilica. Sado Paulo,
Secretaria da Agricultura do Estado de S&o Paulo.Endress, P.K. 1994. Diversity
and evolutionary biology of tropical flowers. Oxford. Pergamon Press.Furness,
C.A.; Rudall, P.J. & Sampson, F.B. 2002. Evolution of microsporogenesis in
Angiosperms.
http://www.journals.uchicago.edu/IJPS/journal/issues/v163n2/020022/020022.html
(acesso em 03/01/2006).Nao serdo aceitas referéncias bibliograficas de
monografias de conclusdo de curso de graduacdo, de citacdes de resumos de
Congressos, Simpésios, Workshops e assemelhados. Citagfes de Dissertacdes e
Teses deverdo ser evitadas ao maximo e serdo aceitas com justificativas
consistentes.1.3.6. Legendas das figuras e tabelas. As legendas deverao estar
incluidas no fim do documento principal, imediatamente apds as Referéncias
bibliograficas. Para cada figura, deverao ser fornecidas as seguintes informacdes,
em ordem numeérica crescente: niumero da figura, usando algarismos arébicos
(Figura 1, por exemplo; ndo abrevie); legenda detalhada, com até 300 caracteres
(incluindo espacos). Legendas das figuras necessitam conter nomes dos taxons
com respectivos autores, informacbes da area de estudo ou do grupo
taxonémico.

Itens da tabela, que estejam abreviados, deverdo ser escritos por extenso na
legenda. Todos os nomes dos géneros precisam estar por extenso nas legendas
das tabelas.

Normas gerais para todo o texto. Palavras em latim no titulo ou no texto, como
por exemplo: in vivo, in vitro, in loco, et al. deveréo estar grafadas em italico. Os
nomes cientificos, incluindo os géneros e categorias infragenéricas, deverao estar
em italico. Citar nomes das espécies por extenso, na primeira mencado do
paragrafo, acompanhados de autor, na primeira mencgao no texto. Se houver uma
tabela geral das espécies citadas, o nome dos autores devera aparecer somente
na tabela. Evitar notas de rodapé.

As siglas e abreviaturas, quando utilizadas pela primeira vez, deverdo ser
precedidas do seu significado por extenso. EX.. Universidade Federal de
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Pernambuco (UFPE); Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Usar
abreviaturas das unidades de medida de acordo com o Sistema Internacional de
Medidas (por exemplo 11 cm, 2,4 um). O numero deverd ser separado da
unidade, com excecdo de percentagem, graus, minutos e segundos de
coordenadas geograficas (90%, 17°46'17" S, por exemplo).

Para unidades compostas, usar o simbolo de cada unidade individualmente,
separado por um espago apenas. Ex.: mg kg-1, pmol m-2 s-1, mg L-1. Litro e
suas subunidades deverdo ser grafados em maiusculo. Ex.: L , mL, pL. Quando
varios numeros forem citados em sequéncia, grafar a unidade da medida apenas
no ultimo (Ex.: 20, 25, 30 e 35 °C). Escrever por extenso os numeros de zero a
nove (ndo 0s maiores), a menos que sejam acompanhados de unidade de
medida. Exemplo: quatro arvores; 10 arvores; 6,0 mm; 1,0-4,0 mm; 125
exsicatas.

Para normatizacdo do uso de notacdes matematicas, obtenha o arquivo
contendo as instrucdes especificas em
http://www.botanica.org.br/ojs/public/matematica.pdf.O Equation, um acessoério do
Word, esta programado para obedecer as demais convencfes matematicas,
como espagamentos entre sinais e elementos das expressdes, alinhamento das
fracbes e outros. Assim, 0 uso desse acessoOrio é recomendado.Em trabalhos
taxondmicos, o material botanico examinado devera ser selecionado de maneira
a citarem-se apenas aqueles representativos do taxon em questdo, na seguinte
ordem e obedecendo o tipo de fonte das letras: PAIS. Estado: Municipio, data,
fenologia, coletor(es) numero do(s) coletor(es) (sigla do Herbario).

Exemplo:
BRASIL. S&do Paulo: Santo André, 3/X1/1997, fl. fr., Milanez 435 (SP).

No caso de mais de trés coletores, citar o primeiro seguido de et al. Ex.: Silva et
al.

Chaves de identificagdo deveréo ser, preferencialmente, indentadas. Nomes de
autores de tdxons ndo deverdo aparecer. Os taxons da chave, se tratados no
texto, deverdo ser numerados seguindo a ordem  alfabética.
Exemplo:

1. 1. Plantas terrestres

2. 2. Folhas orbiculares, mais de 10 cm diam.
.................................................................................. 2. S. orbicularis

3. 2. Folhas sagitadas, menos de 8 cm compr.
..................................................................................... 4. S. sagittalis

4. 1. Plantas aquaticas

5. 3. Floresbrancas ........ccccccoeevveiiiiieiinncnnnn. 1. S. albicans

2. Floresvermelhas .............cccccciivinnnnee. 3. S. purpurea
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O tratamento taxondémico no texto devera reservar o itdlico e o negrito
simultaneos apenas para 0os nomes de taxons validos. Basidnimo e sinonimia
aparecerdo apenas em italico. Autores de nomes cientificos deverdo ser
citados de forma abreviada, de acordo com o indice taxonémico do grupo em
pauta (Brummit & Powell 1992 para Fanerégamas).

Exemplo:

1. Sepulveda albicans L., Sp. pl. 2: 25. 1753.
Pertencia albicans Sw., Fl. bras. 4: 37, t. 23, f. 5. 1870.
Fig. 1-12

Subdivisbes dentro de Material e métodos ou de Resultados e/ou Discussao
deverdo ser grafadas com a primeira letra em maisculo, seguida de um traco (-) e
do texto na mesma linha.

Exemplo: Area de estudo - localiza-se ...
2. DOCUMENTOS SUPLEMENTARES

2.1. Carta de submissédo. Devera ser enviada como um arquivo separado. Use a
carta de submissdo para explicitar o motivo da escolha da Acta Botanica
Brasilica, a importancia do seu trabalho para o contexto de sua area e a
relevancia cientifica do mesmo.

2.2. Figuras. Todas as figuras apresentadas deverdo, obrigatoriamente, ter
chamada no texto. Todas as imagens (ilustracdes, fotografias, eletromicrografias
e gréficos) sdo consideradas como ‘figuras'. Figuras coloridas poderdo ser
aceitas, a critério do Corpo Editorial, que devera ser previamente
consultado. O(s) autor(es) deverdo se responsabilizar pelos custos de
impressao.

N&o envie figuras com legendas na base das mesmas. As legendas deveréo ser
enviadas no final do documento principal.

As figuras deverédo ser referidas no texto com a primeira letra em maidsculo, de
forma abreviada e sem plural (Fig.1, por exemplo).

As figuras deverdo ser numeradas sequencialmente, com algarismos arabicos,
colocados no canto inferior direito. Na editoracdo final, a largura maxima das
figuras sera de: 175 mm, para duas colunas, e de 82 mm, para uma coluna.

Cada figura devera ser editada para minimizar as areas com espagos em branco,
optimizando o tamanho final da ilustragéo.

Escalas das figuras deveréo ser fornecidas com os valores apropriados e deverao
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fazer parte da propria figura (inseridas com o uso de um editor de imagens, como
o Adobe® Photoshop, por exemplo), sendo posicionadas no canto inferior
esquerdo, sempre que possivel.llustracbes em preto e branco deverdo ser
fornecidas com aproximadamente 300 dpi de resolugcdo, em formato TIF.
llustracbes mais detalhadas, como ilustracfes botanicas ou zooldgicas, deverdo
ser fornecidas com resolucdes de, pelo menos, 600 dpi, em formato TIF. Para
fotografias (em preto e branco ou coloridas) e eletromicrografias, forneca imagens
em formato TIF, com pelo menos, 300 dpi (ou 600 dpi se as imagens forem uma
mistura de fotografias e ilustracbes em preto e branco). Contudo, atencdo! Como
na editoracdo final dos trabalhos, o tamanho util destinado a uma figura de
largura de pagina (duas colunas) € de 170 mm, para uma resolucdo de 300
dpi, a largura das figuras ndo devera exceder os 2000 pixels. Para figuras de
uma coluna (82 mm de largura), a largura maxima das figuras (para 300 dpi),
ndo devera exceder 970 pixels.N&o fornecer imagens em arquivos Microsoft®
PowerPoint, geralmente geradas com baixa resolucdo, nem inseridas em
arquivos DOC. Arquivos contendo imagens em formato Adobe® PDF n&o serdo
aceitos. Figuras deverdo ser fornecidas como arquivos separados (documentos
suplementares), ndo incluidas no texto do trabalho.As imagens que nao
contiverem cor deverdo ser salvas como 'grayscale’, sem qualquer tipo de
camada (‘layer'), como as geradas no Adobe® Photoshop, por exemplo. Estes
arquivos ocupam até 10 vezes mais espaco que os arquivos TIF e JPG. A Acta
Botanica Brasilica ndo aceitara figuras submetidas no formato GIF ou
comprimidas em arquivos do tipo RAR ou ZIP. Se as figuras no formato TIF forem
um obstaculo para os autores, por seu tamanho muito elevado, estas poderdo ser
convertidas para o formato JPG, antes da sua submissdo, resultando em uma
significativa reducé&o no tamanho. Entretanto, ndo se esquec¢a que a compressao
no formato JPG podera causar prejuizos na qualidade das imagens. Assim, &
recomendado que os arquivos JPG sejam salvos nas qualidades 'Maxima'
(Maximum).O tipo de fonte nos textos das figuras devera ser o Times New
Roman. Textos deverdo ser legiveis. Abreviaturas nas figuras (sempre em
minusculas) deverdo ser citadas nas legendas e fazer parte da propria figura,
inseridas com o uso de um editor de imagens (Adobe® Photoshop, por exemplo).
N&o use abreviaturas, escalas ou sinais (setas, asteriscos), sobre as figuras,
como "caixas de texto" do Microsoft® Word. Recomenda-se a criacdo de uma
Unica estampa, contendo varias figuras reunidas, numa largura maxima de 175
milimetros (duas colunas) e altura maxima de 235 mm (pagina inteira). No caso
de estampa, a letra indicadora de cada figura devera estar posicionada no canto
inferior direito. Inclua "A" e "B" para distingui-las, colocando na legenda, Fig. 1A,
Fig. 1B e assim por diante. Nao use bordas de qualquer tipo ao redor das
figuras.E responsabilidade dos autores obter permisséo para reproduzir figuras
ou tabelas que tenham sido previamente publicadas.2.3. Tabelas. As tabelas
deverdo ser referidas no texto com a primeira letra em maidsculo, de forma
abreviada e sem plural (Tab. 1, por exemplo). Todas as tabelas apresentadas
deverdo, obrigatoriamente, ter chamada no texto. As tabelas deverédo ser
sequencialmente numeradas, em arabico (Tabela 1, 2, 3, etc; ndo abrevie), com
numeragéo independente das figuras. O titulo das tabelas devera estar acima das
mesmas. Tabelas deverdo ser formatadas usando as ferramentas de criagao de
tabelas (‘Tabela’) do Microsoft® Word. Colunas e linhas da tabela deverdo ser
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visiveis, optando-se por usar linhas pretas que serdo removidas no processo de
edicdo final. Nao utilize padrdes, tons de cinza, nem qualquer tipo de cor nas
tabelas. Dados mais extensos poderdo ser enviados como documentos
suplementares, 0s quais estardo disponiveis como links para consulta pelo
publico.Mais detalhes poderéo ser consultados nos ultimos nameros da Revista.
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