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RESUMO

GONCALVES, S. Avaliacdo da Atividade Anti-inflamatéria e Antitumoral de
Novos Derivados Semissintéticos da Betulina e do Acido Betulinico. 2016.
Dissertagdo (Mestrado). Universidade Federal de Pernambuco, Recife,

Pernambuco, Brasil.

Os produtos naturais estdo sendo cada vez mais estudados por causa da sua
abundancia na natureza, gama de atividades e baixo custo. A betulina (BE) e o
acido betulinico (AB) sédo obtidos através de fontes naturais e entre suas
atividades bioldgicas estao atividade anti-inflamatéria e antitumoral. O cancer é
uma doenca de grande impacto social que mata milhdes de pessoas todos os
anos. Hoje, esta bem estabelecido a intima relacdo entre
inflamagé&o/tumorigénese. Sedo assim, 5 novos derivados da BE e 6 derivados
do AB foram semissintetizados utilizando substituintes ésteres e halogénios
como cloro e fldor. Dos 5 novos derivados da BE, 2 foram capazes de reduzir
significantemente os niveis de INF-y e da COX-2. Em seguida, avaliamos a
citotoxicidade celular dos novos derivados da BE (LAFIS 2a, 2b, 2c, 2d e 2e) e
do AB (LAFIS 1a, 1b, 1c, 1d, 1e e 1f) frente a 4 linhagens de células tumorais e
em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs). Os derivados da BE
nao apresentaram acao antineoplasica promissora (ICs0>70uM), entretanto n&o
foram citotoxicos para as PBMCs (ICs>100uM). Ja os derivados do AB se
mostraram citotdéxicos para as PBMCs e nao foram seletivos para as células

tumorais.

Palavras-chave: Triterpenos. Citocinas. Citotoxicidade.



ABSTRACT

Cancer is a disease of great social impact that kills millions of people every year.
Today, it is well established the close relationship between
inflammation/tumorigenesis. Natural products are increasingly being studied
because of its abundance in nature, range of activities and low cost. The betulinic
acid (BA) and betulin (BE) are obtained from natural sources and from their
biological activities are antiinflammatory and antitumor activity. Therefore five
news derivatives of BE and six derivatives of BA performed substitutions at C3
and C28 esters using groups and halogens such as chlorine and fluorine. The
five new derivatives of BE, two inhibited significantly INF-y and COX-2. Next, we
evaluated in cell cytotoxicity of five new derivatives of betulin (LAFIS 2a, 2b, 2c,
2d and 2e) and AB (LAFIS 1a, 1b, 1c, 1d, 1e and 1f) derivatives, against the four
tumor cell lines and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). BE derivatives
showed no promising antiproliferative activity (IC50> 70uM), but were not toxic to
PBMCs (IC50> 100uM). However, AB derivatives proved toxic to PBMC and not

selective for tumor cell lines.

Keywords: triterpenes. Cytokines. cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Atualmente muitos compostos de origem natural vém sendo inseridos na
pratica clinica para o tratamento de diversas enfermidades cronicas. A Betulina
(BE) (lup-20(29)-ene-3,28-diol) e o acido betulinico (AB) (3B-hidroxi-lup-20
(29)-en-28-6ico) sdo compostos naturais pertencente a classe dos triterpenos
(YOGEESWARI; SRIRAM, 2005). A literatura tem demonstrado uma gama de
atividades biologicas para esses dois compostos assim como, para Seus
derivados, entre elas atividade antitumoral e anti-inflamatéria (POTZE et al.,
2014; EMMERICH et al., 2014).

Em 2000, ja haviam indicios de que a resposta inflamatdria estava
associada a presenca do tumor. Na década subsequente, a pesquisa sobre as
intersecdes entre a inflamacdo e patogénese do cancer evoluiu, produzindo
demonstracdes convincentes de que as células do sistema imunolégico inato e
adaptativo auxiliam a progressdo tumoral (HANNAH e WEIBERG 2000;
DENARDO; ANDREU; COUSSENS, 2010). Dessa forma, evidéncias indicam
gue as células inflamatérias do sistema imunologico podem atuar ativamente
promovendo o crescimento do tumor, secretando moléculas bioativas para o
seu microambiente, promovendo a angiogénese, invasao e metastase (PORTA
et al., 2009; HANAHAN e WEINBERG, 2011).

A carcinogénese leva a transformacdo de células anormais,
autossuficientes em relacdo aos sinais de crescimento, capazes de burlar o
sistema de morte, crescendo e expandindo-se ininterruptamente. O
crescimento tumoral € beneficiado pela angiogénese, no qual aumenta o fluxo
sanguineo, assim como de nutrientes e assim permite que ele invada tecidos e
orgados proximos, como também ocorra a metastase para tecidos mais
distantes (GREENMAN C et al., 2007; YADAV et al., 2010). Hoje, o cancer é
uma das principais causas de morte e morbidade em todo o mundo.
Estimativas sugerem que para o ano de 2030 ocorra o aparecimento de 27
milhdes de novos casos, 17 milhbes de mortes por cancer e 75 milhdes de
pessoas vivendo com a doenc¢a (“WHO | Cancer”, 2015).
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Nas duas Ultimas décadas grandes avancos quanto ao entendimento
molecular do céncer permitiu o desenvolvimento de novas terapias e
ferramentas auxiliares para o seu diagnostico (KUMAR; SHARMA; KUMAR
TIWARI, 2012). No entanto, as particularidades bioldgicas inerentes a cada tipo
de tumor, juntamente com a resisténcia das células tumorais aos
quimioterapicos, impulsionam a busca de novas substancias potencialmente

ativas para combater essa doenca (ROSAS et al., 2013).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Betulina e seus derivados

A Betulina (BE) (lup-20(29)-ene-38, 28-diol) é um lupano pertencente
a classe dos triterpenos pentaciclicos (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura quimica da betulina

Betulina

Fonte - YOGEESWARI e SRIRAM, 2005

A BE é abundante na natureza, podendo ser obtida através de diversas
fontes vegetais como por exemplo, a partir da casca da Betula papyrifera
(Betulaceae) popularmente conhecida como carvalho branco (white birch). A
BE também pode ser obtida através da conversdo do AB e atualmente esta
disponivel comercialmente (Sigma Aldrich) (TIJJANI et al., 2012). Como sendo
da classe dos triterpenos pentaciclicos, a BE possui um amplo espectro de
atividades biol6gicas entre elas antitumoral, antibacteriana, atividades anti-
inflamatorias e antivirais (YOGEESWARI; SRIRAM, 2005).

Zhao e colaboradores (2015) realizaram um estudo com o objetivo de
avaliar o efeito séptico renal da betulina em camundongos. Eles puderam
observar que a betulina inibia o sinal do fator nuclear kappa-B (NF-kB), reduziu
0s niveis de creatinina sérica e uréia, além de diminuir a secrecdo de citocinas

pré-inflamatoérias (TNF-a, IL-1B e IL-6) nos camundongos sépticos.
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Zalesinska e colaboradores (2015) avaliaram as propriedades citotdxicas
de 5 novos derivados da betulina contra o carcinoma epidermoide. Eles
constataram que a maior citotoxicidade desses derivados ocorreu nos 2
compostos contendo uma cadeia lateral de lisina (ICso = 7 mM) e ornitina (ICso
= 10 mM). Concluindo que os novos derivados exibem uma melhor atividade

antitumoral em relagdo ao seu precursor ndo modificado, a betulina.

A BE possui em sua estrutura quimica trés posi¢cfes ativas, um grupo
hidroxila secundario na posicao C-3, o grupo hidroxila primario na posi¢cédo C-28
e uma dupla ligagdo C-C no C-20, onde podem ocorrer modificagdes quimicas
para se obter diferentes derivados (DINH NGOC et al., 2014). Apesar de sua
gama de atividades, a BE é extensivamente estudada como um potente agente
antitumoral (ZUCO et al., 2002). O quadro 3 ilustra alguns trabalhos usando
derivados da BE contra diversas linhagens tumorais, afim de avaliar sua

citotoxicidade e mecanismos de acao.

Quadro 1 — Estudos utilizando derivados da BE

ESTRUTURA QUIMICA DO DERIVADO RESULTADOS REFERENCIA

e O derivado se mostrou 500 vezes Boryczka et
mais potente que a BE e 100 vezes al., 2013
mais citotoxico do que a cisplatina
(controle positivo) contra as linhagens
CEM e CCRF (IC50 = 0,02 pg/ml).

linhagem de melanoma (G361). 2015

e IC50 entre 1 e 20uM contra a | Bebeneketal.,
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IC50 =4,3; 4,5; 5,2; 7,5 e 5,2 yM nas
linhagens respectivamente: MGC-803
(Carcinoma géstrico), PC3
(carcinoma de préstata), BCAP-37
(cancer de mama), A375
(melanoma), e MCF-7 (cancer de
mama)

Induziu apoptose nas células MGC-
803 na dose de 10 uM.

Yang et al.,
2015

Inibiram a sintese de iINOS

Apenas o Ultimo derivado foi capaz
de inibir IL-6, MCP-1 e COX-2 na
concentracdo de 10uM.

Laavola et al.,
2016
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NH,

Fonte — Criado pela autora.

Lys (IC50 = 7 pM) e a Orn (IC50 = 10
pM) foram citotOxicos paras a
linhagem HaCaT (Carcinoma
epidermdide)

Apoptose das células Os compostos
contendo Orn, Dab e Dap induziram a
apoptose da linhagem HaCaT pela
ativacdo da caspase 3.

Zalesinska et
al., 2015

2.2 Acido betulinico e seus derivados

O Acido Betulinico (AB) (3B-hidroxi-lup-20(29)-en-28-6ico) é um

lupano pertencente a classe dos triterpenos pentaciclicos (Figura 2).
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Figura 2 — Estrutura quimica do Acido Betulinico

Acido Betulinico

Fonte: YOGEESWARI e SRIRAM, 2005

O AB pode ser obtido através de uma ampla variedade de espécies
vegetais, porém em pequenas concentracdes (Quadro 2), sendo isolados
principalmente a partir das cascas da Platanus acerifolia (DZUBAK et al.,
2006). Devido a sua pequena concentracdo encontrada naturalmente e grande
procura para sintese de produtos terapéuticos, o AB também pode ser obtido a
partir da oxidacdo da hidroxila primaria do C-28 do seu precursor, a betulina
(SIEWERT et al., 2014).

Quadro 2 — Fontes naturais do Acido Betulinico

Nome Botinico | Nome Popular Familia Referéncia
Hypericum Erva-de-sao- Hypericaceae Zofou. etal 2011
lanceolatum jodo
Breynia fruticosa Begonia Euphorbiaceae Qiu, et al 1996
(L.)
Myrciaria dubia Camu-camu Myrtaceae Zanatta, et al
2005
Ficus polita Figueira Moraceae Kuete, et al 2008.
Vahl.
Diospyros Caqui-do- Ebenaceae Tangmouo, et al
crassiflora cerrado 2006.
Sorbus decora Piteira-brava Rosaceae Leduc, et al 2006
Cassia Fedegoso Leguminosae Joshi, et al 2003.
obtusifolia
Potentilla Mimosa Rosacecae Xue, et al 2006
discolor
Artocarpus Jaqueira Moraceae Ko, et al 2005
rigida
Callistemmon Escovilhao- Myrtaceae Simpson, et al
lanceolatus DC. carmesim 2006

Fonte — Tese Maria de Lourdes, 2012
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O AB ¢é conhecido por possuir uma ampla variedade de efeitos
farmacoldgicos, incluindo atividade antitumoral em vérias linhagens de cancer,
antiviral, antimalaria, antibacteriana, além de suas propriedades anti-
inflamatérias e imunomoduladoras (YOGEESWARI, SRIRAM, 2005; SOICA et
al., 2014). Apesar da vasta gama de atividades biologicas citadas
anteriormente, a atividade que vem sendo mais investigada nos ultimos anos, é
a antitumoral. O AB possui um potencial citotéxico, inibitério do crescimento
celular assim como, indutor da morte programada das células tumorais
(apoptose) (GHEORGHEOSU et al., 2014). Além de sua alta especificidade
para as células tumorais, descobriu-se que o AB possui baixa ou nenhuma

citotoxicidade in vitro para as células normais (PEZZUTO, 1999).

Liu e Luo (2012) pela primeira vez avaliaram o efeito e 0 mecanismo de
acdo do AB sobre a linhagem de carcinoma da nasofaringe (CNEZ2). Eles
constataram que o AB induziu a apoptose nessa linhagem através da ativacéo
de caspases, fragmentacdo do DNA e a liberacdo do citocromo C. Essas
observacdes sugerem que o AB possa servir como um potente agente para o

tratamento do cancer de nasofaringe.

Em 2014, Park e colaboradores realizaram um estudo para avaliar o
potencial efeito protetor e terapéutico do acido betulinico em doencas 0sseas
associadas ao cancer de mama. Como resultado, observou-se que o AB
reduziu a viabilidade das células tumorais (MDA MB 231, cancer de mama)
para 35% na dose de 20uM, além de inibir a osteoclastogénese induzida pelo
receptor ativador do fator nuclear kappa B (NFkB). Estes resultados sugerem o
efeito protetor do AB para prevencdo da metastase 0ssea nos pacientes com

tumor de mama.

Apesar de sua funcionalidade uma das principais desvantagens do AB é
a sua baixa hidrossolubilidade. Assim, se torna importante a busca pela sintese
de derivados mais soluveis. As derivacbes sdo facilmente possiveis nas
posicdes C-3, C-20, C-28 e C-30. A introducao de acucares no C-3 e/ ou no C-

28 melhora a hidrossolubilidade e aumenta citotoxicidade dos derivados do AB
23



(GAUTHIER C. et al., 2011). Varios estudos com derivados do AB ja foram

realizados afim de caracterizar suas atividades e seus possiveis mecanismos

de acao, principalmente em linhagens tumorais (Quadro 3).

Devido a sua facil obtencao, baixa toxicidade nas células normais e sua

ampla gama de atividades, o AB se torna um triterpeno promissor a ser usado

para o tratamento de diversas enfermidades, entre elas as doengas de cunho
inflamatério e o cancer (MARIA DE LOURDES, 2012).

Quadro 3 — Estudos utilizando derivados do AB

ESTRUTURA QUIMICA DO DERIVADO RESULTADOS REFERENCIA
e Inibicdo de NO Liby et al.,
e Induziu a apoptose em Linhagens 2007
de leucemia (Jukart e U937),
Mieloma (RPMI  8226) na
concentragéo de 1pM.
J e Inibicdo do proteassoma (IC50 = Qian et al.,
1,42; 1,56 e 1,80uM 2011

respectivamente)
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Citotoxicidade 18 e 45 vezes
maior que o AB para contra a
linhagem de hepatocarcinoma
bem diferenciado (HepG2)
Parada na fase S do ciclo celular
Inducdo da apoptose pela
ativacdo da caspase 3,8 e 9
Liberac&o do citocromo C

Santos et al.,
2011

IC50 entre 1,76 e 2,51 pM nas
linhagens tumorais: A2780
(ovério), 8505c (tirdide
anaplasico), 518A2 (melanoma),
MCF-7 (mama) e A549
(carcinoma do pulmao)

5x mais seletivo para as células
cancerosas do que para o0sS
fibroblastos.

Baratto et al.,
2013

IC50 entre 1,3 e 2,24 uM contra
as linhagens tumorais: 518A2
(melanoma); A2780 (ovario);
A549 (carcinoma do pulmao);
MCF-7 (mama); e 8505c (tiroide).

Emmerich et
al., 2014

~ Fonte — Criado pela autora.
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2.3 Inflamacgéo e cancer

Em 1856, Rudolf Virchow, pela primeira vez mostrou que a inflamagéo
pode ser um fator predisponente para varios tipos de cancer. Atualmente, os
dados sugerem que pelo menos um a cada sete tumores malignos resultam de
processos inflamatérios (AGGARWAL et al., 2010).

A inflamacg&o é uma caracteristica fundamental para o microambiente da
maioria dos tecidos neoplasicos. Células inflamatérias como macréfagos e
fibroblastos, fatores de transcricdo, enzimas como a ciclo-oxigenase 2 (COX-2)
e citocinas como INF-y, IL-6 e IL-17A sdo um dos principais componentes do
infiltrado leucocitario do microambiente tumoral, como mostrado na figura 3
(MANTOVANI; SICA, 2010; COUSSENS LM e WERB Z, 2009; HANAHAN;
COUSSENS, 2012; SCHWITALLA et al., 2013).

Figura 3 - Componentes do microambiente tumoral.
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Fonte - KORKAYA et al., 2011. Adaptado pela Autora.

A capacidade de evasdo do sistema imune presente nas células
tumorais é baseada na modificacdo das vias de ativacdo das células imunes,
gue passam a atuar como pré-tumorais (ALLAVENA; MANTOVANI, 2012;
SPANO et al., 2012). Sendo assim, algumas citocinas do sistema imune

passam a auxiliar o desenvolvimento do tumor.
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O interferon- y (INF-y) atua em diversos elementos do sistema imune
como na maturacdo das células dendriticas apresentadoras de antigenos,
ativacdo das células natural killer, linfécitos T citotoxicos e macréfagos
(GOGAS et al., 2006). Gomes e colaboradores em 2010 identificaram que o
receptor beta para o INF-y (INFyR2) era um supressor da proteina BAX. Esta
proteina é responsavel por acelerar a morte celular programada, a apoptose.
Sendo assim, a presenga do fragmento IFNyR2 pode conferir as células

cancerosas resisténcia apoptotica.

Outro componente da resposta humoral, a citocina IL-6 foi encontrada
em niveis elevados no soro de pacientes com cancer e na biopsia de alguns
tumores soélidos (CHANG e CHANG, 2003; KAI et al., 2005). Estudos com
camundogons geneticamente modificados tém demostrado a importancia da IL-
6 no crescimento tumoral, promoc¢ao e proliferacdo das células cancerigenas
influenciando a progressao neoplasica (ANCRILE; LIM; COUNTER, 2007;
BROMBERG; WANG, 2009; GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010).

Comparados a tecidos ndo-tumorais, 0rgaos cancerigenos apresentam
uma expressao bastante significativa da citocina IL-17A, sugerindo que o
proprio tumor produz fatores que atraem essas células para o sitio
cancerigeno, auxiliando seu desenvolvimento e angiogénese (SU et al 2010;
BAILEY et al 2014).

Uma das moléculas centrais do processo inflamatério sdo as ciclo-
oxigenases (COXs) (HARIZI, 2015). As COXs séao alvos terapéuticos dos anti-
inflamatorios nédo esteroidais amplamente utilizados na pratica clinica.
Ademais, sabe-se que além de ter um papel central nas doencas inflamatorias,
a COX desempenha papeis antitumor (QU; LIU, 2015). Estudos anteriores
demonstraram que COX-2 é encontrada em grandes concentracdes em
diversos tipos de tumores sélidos, desempenhando a funcdo de promover
angiogénese, invasdo e metastases dos tumores como também, resisténcia a
apoptose (EBERHART et al., 1994, HWANG et al., 1998, KOGA et al., 199,
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TUCKER et al., 1999, NARUSE et al., 2006, ZHAO et al., 2011, SAINI et al.,
2012).

Mais um ponto de ligacdo entre cancer e inflamacao € através do tipo de
morte das células tumorais, a necrose. Na necrose as células tornam-se
hipertréficas e lisam, liberando seu conteddo para o microambiente local
(GALLUZZI; KROEMER, 2008; ZHONG et al.,, 2015). Pode-se dizer que a
morte celular por necrose € uma morte celular pré-inflamatéria, no qual as
células necréticas recrutam células inflamatérias do sistema imune, cuja funcao
é fazer um levantamento da extensdo do dano tecidual e remover os restos
necroéticos (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010).

Esforcos vém sendo feitos para definir os mecanismos moleculares
relacionados a progressao tumoral. Acredita-se que para o desenvolvimento do
tumor, as células adquiriam capacidades biol6gicas necesséarias para o
complexo desenvolvimento neoplasico. Estas capacidades compreendem 6
diferentes etapas bioldgicas, chamadas de marcos do cancer, sdo elas:
proliferacdo sustentada, fuga aos inibidores de crescimento, resisténcia a morte
celular, inducdo da angiogénese, imortalidade replicativa, invasdo e metastase
(HANAHAN e WEINBERG, 2000).

Além dessas capacidades, Hanahan e Weinberg (2011), adicionam mais
guatro marcos aos 6 ja propostos: o microambiente inflamatorio, instabilidade
genbmica, reprogramacao do metabolismo energético e a evasédo da destruicao
imune, também representam eventos que sinalizam e favorecem a
transformacéo neoplasica (Figura 4) (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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Figura 4 - Quatro novos marcos responsaveis pelo desenvolvimento do cancer

Hallmarks

Emergentes

Caracteristicas —/

permissivas

Fonte - HANAHAN & WEINBERG, 2011. Figura traduzida pela autora.

A malignidade do céancer é dependente da quebra da ordem do
microambiente tecidual, da invasao celular por estimulos proliferativos e da sua
capacidade de metastase para 6rgaos distantes (INGBER, 2008). Entre as
varias propostas conhecidas, o inicio da tumorigénese e a progressao do
cancer dependem de um estimulo proliferativo, seja este dependente de
horménios, de danos ao genoma ou de fatores de crescimento (HARRIS et al.,
2004). Com base nisso, grandes descobertas durante a investigacdo do cancer
nos ultimos anos tém abordado a complexidade dos fatores que envolvem a
evolucdo do tumor, especialmente a participacdo do sistema imune e dos
componentes inflamatorios (HERZIG; CHRISTOFORI, 2002; BASKAR et al.,
2012).
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2.4 Cancer: Uma Visao Geral

A carcinogénese € definida como proliferagbes clonais, onde eventos
genéticos, epigenéticos, além de fatores ambientais promovem alteracées na
fisiologia celular, determinando a transicdo de um estado celular normal para
um estado maligno (DALZIEL et al., 2014).

Nas ultimas décadas o cancer tomou uma proporcédo significativamente
grande, sendo considerado um evidente problema de saude publica (WHO,
2016). Encontra-se entre as principais causas de morbidade e mortalidade,
com cerca de 14,1 milhdes de novos casos, 8,2 milhdes de mortes e 32,6
milhdes de pessoas vivendo com cancer (dentro de 5 anos ap6s o diagnéstico),
além de ser esperado um aumento de 70% de novos casos para as proximas
duas décadas (Cancer World Report, 2014).

No Brasil, o cancer de prostata lidera o ranking de incidéncia em
homens, excluindo o cancer de pele ndo-melanoma com uma meédia de 61,2
mil casos por 100.000 habitantes (Figura 5). Mais comum nos homens a partir

dos 60 anos, é considerado o cancer da terceira idade (INCA, 2016).

Figura 5 — Estimativas de novos casos de cancer em homens no Brasil para os anos de 2016 e
2017.

Localizagdao Primaria Casos Novos %

Prostata 61.200 28,6%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.330 8,1%
Cdlon e Reto 16.660 7.8%
Estdmago 12.920 6,0%
Cavidade Oral 11.140 5.2%
Esoéfago 7.950 3,7%
Bexiga 7.200 3,4%
Laringe 6.360 3,0%
Leucemias 5.540 2,6%
Sistema Nervoso Central 5.440 2,5%
Linfoma ndo Hodgkin 5.210 2,4%
Pele Melanoma 3.000 1.,4%
Linfoma de Hodgkin 1.460 0,7%
Glandula Tireoide 1.080 0,5%
Todas as Neoplasias sem pele* 214.350

Todas as Neoplasias 295.200

Fonte de dados: INCA. Disponivel em <http://www.oncoguia.org.br/conteudo/estimativas-no-
mundo/1705/1/>.
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O cancer da mama € o tipo de neoplasia mais comum entre as
mulheres, apresentando-se como uma das doengas com a maior
heterogeneidade genotipica, fenotipica e clinica (RAKHA; ELLIS, 2014). As
estimativas apontam que na populacdo mundial a sobrevida média das
pacientes 5 anos apdés o tratamento seja de 61% (INCA, 2010). No Brasil, em
2012 foi estimado o aparecimento de 52.680 novos casos e 12.098 mortes por
neoplasias malignas da mama (INCA, 2012). Em mulheres, excluindo o cancer
de pele ndo-melanoma, as maiores taxas de Obito e de incidéncia sdo
causadas pelo cancer de mama, acometendo uma média de 57,96 mil casos a
cada 100.000 habitantes (Figura 6).

Figura 6 — Estimativas de novos casos de cancer em mulheres no Brasil para os anos de 2016
e 2017.

Fonte de dados: INCA. Disponivel em <http://www.oncoguia.org.br/conteudo/estimativas-no-
mundo/1705/1/>.

O Linfoma de Burkitt (LB) € um subtipo de Linfoma ndo Hodgkin, muito
agressivo. Dentre as neoplasias, o LB apresenta a maior taxa de proliferacao
celular, podendo duplicar de tamanho em apenas 24 horas (AFANAS et al.,
2011). Nas regides endémicas, ele representa cerca de 50% dos tumores
malignos e 90% dos linfomas diagnosticados em criangcas com um pico de

incidéncia aos 6 anos de idade (OREM et al., 2011). No Brasil, também h& uma
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predominéancia desse tipo de linfoma em criangas, principalmente na regiédo
nordeste do pais (OREM et al., 2007).

O hepatocarcinoma ou carcinoma hepatocelular € o subtipo de cancer
de figado mais agressivo, ocorrendo em 80% dos casos. Segundo o Sistema
de Informacdo sobre Mortalidade (SIM) em 2013 ocorreram cerca de 8.772
mortes por hepatocarcinoma, sendo 5.012 em homens e 3.759 em mulheres
(SIM, 2013).

As estimativas para o ano de 2016 e 2017 apontam para 0 aparecimento
de aproximadamente 596.070 novos casos de cancer. Onde 51% (214.350)
ocorram em homens (Figura 5) e 49% (205.960) ocorram em mulheres (Figura

6), reforcando a magnitude do problema no pais.

Desde a descoberta da estrita relacdo cancer/inflamacéo, o interesse
pela pesquisa de alvos moleculares envolvidos nas vias inflamatérias
relacionadas ao cancer vem crescendo a cada dia. Nesse contexto, € de
extrema importancia a busca por novas alternativas terapéuticas para o
tratamento de doencas de cunho inflamatodrio, dentre as quais encontra-se o

cancer.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a atividade anti-inflamatéria e antineoplasica de novos

derivados semissintéticos da betulina e do acido betulinico.

3.2 Especificos

e Avaliar a citotoxicidade dos novos derivados semissintéticos da
BE e do AB em células mononucleares do sangue periférico de voluntarios

sadios;

e Avaliar a citotoxicidade dos novos derivados semissintéticos da
BE e do AB em linhagens de células tumorais, provenientes do cancer de
mama (MCF-7), prostata (DU145), linfoma de Burkitts (RAJI) e

hepatocarcinoma bem diferenciado (Hep-G2);

e Investigar a atividade moduladora da BE e de seus derivados

semissintéticos sobre as citocinas INF-y, IL-17A e IL-6 da BE;

e Avaliar a expresséao proteica de COX-2 pela BE e por seus novos

derivados semissintéticos;

e Avaliar a seletividade dos novos derivados semissintéticos da BE
e do AB.
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4 METODOLOGIA

4.1 Caracterizacao do Estudo

Esta pesquisa foi do tipo experimental. Desenvolvido na Universidade
Federal de Pernambuco, no Laboratério de Imunomodulagdo e Novas
Abordagens Terapéuticas (LINAT) do Nuacleo de Pesquisas em Inovacgdo
Terapéutica — Suely Galdino (NUPIT-SG). No periodo de Agosto de 2014 a
Julho de 2016.

4.2 Derivados semissintéticos do acido betulinico e da betulina.

Tendo em vista o potencial biologico destes triterpenos, o AB foi
obtido a partir das cascas de Platanus acerifolia (DA SILVA et al., 2013) e a BE
adquirida comercialmente (Sigma Aldrich).

Os derivados semissintetizados do AB pertencem a seérie descrita
por Silva e colaboradores (2013). Desta maneira as analises de ponto de fuséo,
espectrometria de massas (HR-EI-MS) e espectrometria de ressonancia
magnética nuclear (*H e *3C, 300 e 75 MHz) foram realizadas e comparadas
com os dados descritos por Silva e colaboradores (2013). A partir desta
comparacao foi confirmada a estrutura quimica dos compostos obtidos bem
como pureza adequada para os ensaios biologicos. Dados referentes aos

derivados do AB estao dispostos no Quadro 4.
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Quadro 4 — Dados referentes ao Acido Betulinico e seus derivados

cODIGO

PESO
MOLECULAR

ESTRUTURA QUIMICA

FORMULA
MOLECULAR

NOME
QuUiMICO

AB

456,3593

CH2

H3C

C30H1803

Acido

Betulinico

la

498,3703

CH2

H3C

C32Hs004

3-O-acetil
acido

betulinico

1b

526,4016

C34Hs404

3-0-
trifluoracil
acido

betulinico

1c

566,2924

CH2

H3C

cl
o
Hac CH3

C32H48Cl204

3-0-
dicloroacil
acido

betulinico
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1d

554,4329

H3C

CH2

C36H5804

3-0O-
isobutil
acido

betulinico

le

526,7901

H3C

CH2

C34Hs5404

3-0-
butanoil
acido

betulinico

1f

552,3420

H3C

H3C CH3

CH2

OH

C32Ha7F304

3-0O-
hexanoil
acido

betulinico

Fonte — Criado pela autora

Para os derivados da BE, duas porcdes da molécula foram modificadas

devido a presenca de uma segunda hidroxila na posicdo C-28 com a mesma

reatividade daquela na posicdo C-3. Dados referentes aos novos derivados da

BE estéo dispostos no Quadro 5.
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Quadro 5 — Dados referentes a Betulina e seus derivados

cODIGO PESO ESTRUTURA QUIMICA FORMULA NOME
MOLECULAR MOLECULAR QUIMICO
BE 442,3805 FaC C30Hs00: Betulina

CH;  HsC

2a 526,4016 C34H5404 3,28'0'
acetil

betulina

2b 634,3451 //Hsc CasHasFsOs 3,28-0-
H=, trifluoracil

F betulina

-

37




2c

662,2457

cl

cl

Cl

Cl

C34H50Cl404

3,28-0O-
dicloroacil
betulina

2d

582,4642

CHy

HiC

HC

CagHe404

3,28-0O-
isobutil

betulina

2e

582,4642

CssH6204

3,28-0-
butanoil

betulina

substituicdo da hidroxila por

Fonte — Criado pela autora

Assim, um total de onze derivados foram obtidos através da

um grupamento éster

com diferentes

caracteristicas na cadeia lateral, tais como variacdo do numero de carbonos e

presenca de halogénios, como cloro e flior. Os dados referentes a sintese dos

derivados do AB podem ser encontrados em (SILVA et al., 2013) e os dados da

sintese dos derivados da BE encontram-se no Anexo 2.
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4.3 Aspectos Eticos

O projeto foi submetido e aprovado pelo comité de ética em
pesquisa em seres humanos — Centro de ciéncias da Saude da Universidade
Federal de Pernambuco (PROTOCOLO/CEP/CCS/UFPE N°1.351.357) (Anexo
4).

4.4 Selecédo do grupo controle

A amostra foi composta por 12 voluntarios saudaveis homens e/ ou
mulheres acima de 18 anos, recrutados do Laboratério de Imunomodulacéo e
Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT/ UFPE). Todos obedeceram aos
critérios de inclusdo e exclusdo, assim como assinaram o0 termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo 3).
4.5 Coleta de sangue

Apos aplicacao e assinatura do TCLE, foram coletadas amostras de
sangue periférico por profissional competente através de puncdo venosa.
Foram coletados dois tubos de sangue com heparina como anticoagulante,
totalizando 18mL de sangue periférico. As amostras foram coletadas no
Laboratério de Imunomodulacdo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT) do
Nucleo de Pesquisas em Inovagcdo Terapéutica — Suely Galdino (NUPIT-SG),
situado na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), onde foram

processadas, identificadas e armazenadas para posterior utilizacao.

4.6 Obtencédo das células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs).

Apés a coleta de sangue, as células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs) contidas em tubos com heparina foram isoladas por

centrifugacéo com Ficoll Pague TM Plus (GE Healthcare Bio-Sciences).
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4.7 Ensaio de citotoxicidade das PBMCs do grupo controle

O teste de citotoxicidade dos novos derivados foi realizado in vitro
nas PBMCs dos voluntarios saudaveis pertencentes ao grupo controle. Os
testes foram realizados em triplicata de amostras e triplicata das doses dos
compostos.

O método MTT € uma andlise colorimétrica baseada na conversao
do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT)
(Sigma Aldrich) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais
presentes somente nas células metabolicamente ativas. Com o auxilio da
camera de Neubauer foi realizado a contagem de células e o ajuste celular
para 1x10° células/mL. As células foram plagueadas em placas de 96 pocos e
posteriormente foram adicionados os derivados nas concentragdes de 1, 10 e
100uM. Foram utilizados 3 tipos de controle, (1) controle ndo tratado apenas
com células. (2) controle com o solvente dos compostos, Dimetilsulfoxido
(DMSO) (Sigma Aldrich) e (3) controle com a droga ja utilizada na pratica
clinica, a Doxorrubicina (Sigma Aldrich). Apos 48 horas em estufa a 5% de
CO2 a 37°C, foi adicionado 20uL da solucédo de MTT (0,5mg/mL), e incubado
por mais 3 horas na estufa. Em seguida, foi adicionado 130ul da solucdo de
Dodecil sulfato de sddio — SDS a 20% para dissolucdo do precipitado. A
absorbancia foi lida em espectrofotometro de placa a 570nm (BioTek EL808),

apos 24 horas.
4.8 Cultura das PBMCs para dosagem de citocinas

As PBMCs isoladas a partir do sangue periférico dos voluntarios
sadios foram cultivadas (1x10° células/1000 pL) em meio RPMI 1640 (Gibco)
suplementado com L-Glutamina, 10% de Soro Bovino Fetal (Gibco), 10 mM de
HEPES (4-(2-hydroxyethyl) -1-piperazineethanesulfonic acid) (Gibco) e 200

U/mL de Penicilina/Estreptomicina (Gibco).

Estas células foram estimuladas ou ndo com forbol 12-miristato 13-

acetato (PMA) e lonomicina (Sigma Aldrich) 2 e 5uL respectivamente e sob
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condicdes especificas como a utilizacdo dos novos derivados da betulina nas
doses de 1, 10 e 100uM. Foi utilizado ainda como controle ndo tratado e
controle negativo, um pogo apenas com células e outro com Metilpredinisolona
(MP) (Pfizer) na concentragdo de 100uM. As PBMCs foram cultivadas em
estufa de CO> 5% a 37°C. ApoOs 48 horas, os sobrenadantes foram coletados e
armazenados em freezer -20°C graus para posterior dosagem das citocinas
pelo método ELISA.

4.9 Determinacao das Citocinas

As citocinas dosadas para o estudo foram: INF-y (BD Biosciences),
IL-6 (BD Biosciences) e IL-17A (Ebioscience). Foram quantificadas no
Laboratério de Imunomodulacdo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT)
pelo método ELISA (Immuno Sorbent Enzyme Linked Assay), seguindo as
informagbes recomendadas pelos fornecedores. Para o estudo o limite de

deteccéo de cada teste foi de 4,6875, 1,5625 e 3,90625 respectivamente.
4.10 Western Blotting

Foi utilizada a linhagem de células U937 (mondcitos). Os mondcitos
foram plaqueados na concentracdo de 10° célula/ml e posteriormente
estimulados com lipopolissacarideo de Escherichia coli LPS 0111:B4
(10pg/mL). Para o controle negativo foram utilizados o inibidor ndo-seletivo de
COX-1, o éacido acetil-salicilico (AAS) na dose de 10ug/mL assim como o
inibidor de COX-2, a dexametasona na dose de 10uM. Para o0 grupo teste,
foram adicionados os novos derivados 2a, 2c e 2e, assim como a BE. Apos 48
horas, as células foram recolhidas dos pocos e lavadas com PBS1x.

Para a analise da expressao proteica foi realizada eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 10%. Em seguida as proteinas contidas no gel
foram transferidas para membrana de PVDF (Amersham Hybond-P PVDF
Membrane). As membranas foram incubadas overnight com COX-2 e B-actina,
utilizada como normalizador. Em seguida, o anticorpo secundéario foi adicionado
na membrana e incubado por 2 horas. As bandas colorimétricas reveladas

foram fotografadas em aparelho fotodocumentador e suas densitometrias
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determinadas pelo software ImageJ. A quantificacdo final foi dada através da
razao entre as expressoes da proteina de interesse e a [3-actina, utilizada como

normalizador.

4.11 Manutencdo das células neoplésicas

A avaliagdo da atividade antitumoral foi realizado em linhagens
neoplasicas humanas adquiridas do BCRJ (Banco de células do Rio de
Janeiro). As linhagens tumorais em estudo foram Hep-G2 (Hepatocarcinoma
bem diferenciado), RAJI (Linfoma de Burkitt), DU 145 (Cancer de préstata) e
MCF-7 (Cancer de mama). As células foram cultivadas em garrafa de cultura
contendo meio RPMI 1640 ou DMEM suplementados com L-Glutamina (Gibco),
10% de Soro Bovino Fetal (Gibco), 10 mM de HEPES (Gibco) e 200 U/mL de
Penicilina/Estreptomicina (Gibco) em estufa de CO2 5 % a 37°C.

4.12 Ensaio de citotoxicidade nas células neoplasicas

As células foram plaqueadas na concentracdo de 10* células/100 pl
em placas de 96 pocos. Foram utilizadas as mesmas condicbes para 0s
derivados e os controles, como descritos no item 4.8. Apds 72 horas em estufa
a 5% de CO2 a 37°C, foi adicionado 20uL da solucédo de MTT (0,5mg/mL), e
incubado por 3 horas na estufa. Em seguida, foi adicionado 130pl da solucéo
de SDS a 20% para dissolucdo do precipitado. A absorbancia foi lida em

espectrofotdmetro de placa a 570nm (BioTek EL808), apos 24 horas.
4.13 Determinacao de ICsp e indice de seletividade

Com os resultados da citotoxicidade obtidos através do método
MTT, foi calculado o ICso (concentragdo minima capaz de inibir 50% da
proliferacdo celular) de cada composto nas linhagens estudadas. Os dados séo
estimados a partir da curva dose resposta pelo programa Oringin Pro 8. O
indice de seletividade (IS), indica se o composto é seletivo ou ndo para
linhagens tumorais. Sendo assim, o IS corresponde a divisédo entre o valor do

ICs0 de cada derivado na linhagem de células normais (PBMCs) e o valor do
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ICs0 de cada derivado nas linhagens de células neoplasicas. (IS=ICso PBMC /

ICs0 células neoplasicas).

De acordo com a literatura, sdo considerados seletivos o0s
compostos com 1S23, indicando que o composto estudado € trés vezes mais
seletivo para a linhagem de células neoplasicas do que para as células normais
(BEZIVIN et al., 2003).

4.14 Analises Estatisticas

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad
Prism® versdo 6. O teste estatistico utilizado na analise da dosagem das
citocinas no sobrenadante de cultura foi o Wilcoxon. Os dados estdo
apresentados como mediana maxima e minima. O ICso referente a toxicidade
frente as linhagens neopléasicas foi calculado pelo software Origin verséao 8.0.

Os resultados foram considerados significantes quando o p< 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Teste de Citotoxicidade dos Novos Derivados da Betulina
em PBMC’s

Inicialmente os novos derivados semissintéticos da BE 2a, 2b, 2c, 2d
e 2e foram avaliados quanto a sua citotoxicidade em PBMCs, através do
meétodo MTT. Os novos derivados, assim como o0 seu precursor (BE)
apresentaram 1Csp>100uM. Como ndo se mostraram citotoxicos, 0S Nnovos
derivados da BE foram avaliados quanto a sua capacidade de inibir a producéo

de algumas citocinas chave no processo inflamatorio: INF-y, IL-17A e IL-6.

5.2 Avaliacdo dos niveis da citocina INF-y no sobrenadante de

cultura dos voluntarios saudaveis.

Os resultados da dosagem da citocina INF-y no sobrenadante de cultura
de 8 voluntarios sadios sdo apresentados em média e mediana (figura 7). O
derivado 2a apresentou reducao estatisticamente significante sobre a producéo
da citocina INF-y (p=0,0391), apenas na dose de 100uM. O derivado 2c
apresentou reducdo estatisticamente significante da citocina INF-y (p*0,0156),
(p**0,0078) quando comparado ao controle positivo PMA+IONO. Os demais
derivados (2b, 2d e 2e) e a BE ndo mostraram nenhuma acdo moduladora da

citocina em questao, ndo apresentando significancia estatistica (p<0,05).
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Figura 7 — Dosagem de INF-y (pg/ml) no sobrenadante de cultura de voluntarios sadios na

presenca de PMA+lonomicina, Metilpredinisolona e dos derivados semissintéticos da BE, nas
doses de 1, 10 e 100uM.
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5.3 Avaliacdo dos niveis da citocina IL-17A no sobrenadante de

cultura dos voluntarios saudaveis.

Os resultados da dosagem da citocina IL-17A no sobrenadante de

cultura de 8 voluntérios saudaveis sdo apresentados em média e mediana

(figura 8). Apenas o derivado 2e na dose de 10uM mostrou significancia

estatistica na reducdo da producdo da citocina pro-inflamatoria IL-17A (p =
0,0313) quando comparado ao controle positivo PMA+IONO. Os demais

derivados (2a, 2b, 2c e 2d) e a BE ndo mostraram nenhuma a¢do moduladora

da citocina (p<0,05).

Figura 8 — Dosagem de IL-17 (pg/ml) no sobrenadante de cultura de voluntarios sadios na
presenca de PMA+lonomicina, Metilpredinisolona e dos derivados semissintéticos da BE, nas
doses de 1, 10 e 100uM.
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IL-6 (pg/ml)

IL- 6 (pg/ml)

IL- 6 (pg/ml)

5.4 Avaliagdo dos niveis da citocina IL-6 no sobrenadante de
cultura dos voluntéarios saudaveis.

De acordo com a figura 9, observamos que os derivados (2a, 2b, 2c, 2d
e 2e) e a BE ndo mostraram atividade imunomoduladora estatisticamente
significante sobre a producao da citocina pré-inflamatéria IL-6 (p<0,05).
Figura 9 — Dosagem de IL-6 (pg/ml) no sobrenadante de cultura de voluntarios sadios na

presenca de PMA+lonomicina, Metilpredinisolona e dos derivados semissintéticos da BE, nas
doses de 1, 10 e 100uM.
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5.5 Avaliacdo da modulagéo proteica de COX-2

Os derivados 2a e 2c, juntamente com a BE foram avaliados quanto a
modulagdo proteica de COX-2. O efeito desses 3 compostos foram
comparados ao agente utilizado na pratica clinica, Dexametasona (DEXA).
Nossos dados mostram que a BE parece inibir a expressdo de COX-2 de
maneira dose dependente. 2a (100uM) apresentou reducdo relativa igual a
DEXA. O derivado 2c (100uM) chama atencdo pela maior inibicdo de COX-2
guando comparado a droga muito utilizada na pratica clinica, a dexametasona.

Figura 10 — Efeito da BE e dos seus derivados 2a e 2¢ na expressao de COX-2 em linhagem

de mondcitos (U937) analisado por Western blotting. B — actina foi utilizada como normalizador.
N — controle de células, LPS — estimulo, AAS — inibidor néo seletivo de COX, DEXA — Inibidor
seletivo de COX-2.

BE 2a 2c
N LPSAASDEXA 1 10 100 100 1 10 100

- COX-2
52 kbDa ——» z :’ '. B — actina
s8kpa —> Y
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5.6 Teste de citotoxicidade dos novos derivados da Betulina

Os resultados da avaliagdo da atividade antitneoplésica in vitro dos

novos derivados da betulina frente as linhagens celulares estdo apresentados

na tabela 1, representados pelo ICso € IS.

Tabela 1 - Efeito citotéxico dos novos derivados da betulina (ICs0)* e (IS) frente as células

normais e células neoplasicas.

Compostos RAJI MCF7 Hep-G2 PamC
"Buirs)  (Cincerdemana)  (Hepalocahome ey prssaa) - mononuciars do
sangue periferico)

iCx s o s Cs 5 ICs s iCa

BE 578071 218 452121320 221 72232342 138 403621343 202 =100

2a 8510£478 107 =100 871:000 112 =100 =100

2 202307 108 =100 8586000 116  >100 =100

2 0452760 111 =100 027:000 112 >100 =100

el 9553:675 104 100 B047+000 185  »100 =100

2 9675:328 103 100 8,00:000 116  >100 *100

Doxomubicina | 1191+815 839 2712087 3690 3922:1448 254 6832106 1453 *100

*|Csp: Dose que inibe 50% do crescimento celular (microgramas ,fmg], Média. + Desvio Padrdo
*#15: indice de Seletividade

Na tabela 1 podemos observar que todos os derivados 2a, 2b, 2c, 2d

e 2e apresentaram ICso >100 nas células normais e nas linhagens MCF-7 e

DU145. Dessa forma néo foi possivel calcular o IS para esses derivados. Para

as linhagens RAJI e Hep-G2 os derivados apresentaram ICsp menores aos

encontrados nas células normais.

Entretanto esses derivados nao se

mostraram seletivos para tais linhagens. A doxorrubicina, ndo foi toxica para as

células normais 1C50>100 e se mostrou seletiva para as células neoplasicas,

exceto para a linhagem Hep-G2 1S<3.
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5.7 Teste de citotoxicidade dos novos derivados do Acido

Betulinico

Os resultados da toxicidade em PBMCs e avaliacdo da atividade
antitumoral in vitro dos novos derivados do AB frente as linhagens celulares
estao apresentados na tabela 2, representados pelo ICsp € IS.

Tabela 2 — Efeito citotoxico dos novos derivados do acido betulinico (ICso)* e (1S)** frente as
células normais e células neopléasicas.

Compostos [Li"?,frﬂ:, de ~ MCFT [Hepa':fff;&?mmﬂ DU {ggumlgs
Burkitt's) (Cancerde mama) ., diterenciado) (Cancer de prostata) r::n"golreusf}?f?ﬁci?
IC i ICso s ICsn s iCs s iCar
AB 1954540 326 31.82:000 019 009:028 6765 6657+415 000 6,36 £ 2,84
1a B55+600 102 2162+¢001 030 510=110 130 6840+801 000 668230
1b 754+771 074 5392+177 010 4992048 112 7022+506 007 5,60+ 1,12
1c B52+768 085 1272+¢084 043 507:084 108 T16T+7.86 007 5,52+ 1,63
1d 1840£043 033 9018:377 006 558:113 110 01,05:394 006 6,16 3,01
T 041:823 067 2019:000 031 492:084 120 6242:7,88 D10 6,37 £0,00
1 760:796 113 5035:214 047 5502031 150  »100:078 008 8,75+ 1,80
Doxorrubicina | 11.91+015 833 271+087 3690 3922:1448 254 6882106 1453 =100

*1C5o: Dose que inibe 50% do crescimento celular (microgramas /mL), Média. £ Desvio Padréo
**|5: indice de Seletividade

Na tabela 2, observamos que para as linhagens RAJI e Hep-G2 os
derivados 1a, 1b, 1c, le e 1f, apresentaram ICso proximo ao ICso das PBMCs,
exceto pelo derivado 1d, no qual apresentou ICso 3x superior ao encontrado
nas PBMCs. Para as linhagens MCF-7 e DU145 os derivados (1la — 1f)
apresentaram ICso de 2X a 10x superior ao ICsp das células normais. Nenhum
dos 6 derivados se mostraram seletivos para as células tumorais. A
doxorrubicina, controle negativo, ndo se mostrou citotoxica frente as células
normais, apresentando ICs0>100. Esta também se mostrou seletiva para

linhagem RAJI, assim como o AB IS>3.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho relatou pela primeira vez a semissintese de 5 novos
derivados da BE com substituintes na posicdo C-3 e C-28, projetados para a

busca de novos alvos anti-inflamatorios.

De acordo com nossos resultados, observamos que as modificacoes
realizadas para se obter os derivados 2a e 2c os tornaram mais eficazes
guanto a sua atividade anti-inflamatéria do que o seu precursor, a BE. Nenhum
estudo anterior sintetizou derivados a partir da BE utilizando os mesmos
substituintes para 0s nossos derivados, tornando a sintese e atividade de
nossos derivados inéditas.

Poucos sédo os trabalhos na literatura que avaliaram o efeito anti-
inflamatorio da betulina e de seus derivados (BERNARD et al.,, 2001;
ALAKURTTI et al.,, 2006; ZHANG et al., 2015; LAAVOLA et al., 2016).
Tampouco sdo os estudos que relacionaram derivados da BE com atividade
moduladora de algumas citocinas. Nao foi encontrado na literatura, estudos
gue avaliaram a capacidade de modulacdo das citocinas INF-y e IL-17A pela
BE e seus derivados. Sendo assim, nosso ponto de partida foi avaliar a
capacidade que a BE e seus novos derivados teriam de reduzir a producéo das
citocinas pro-inflamatérias INF-y, IL-6 e IL17A. A BE e seus derivados nao
foram capazes de modular significativamente as citocinas IL-6 e IL-17A. No
entanto, a utilizacdo dos substituintes O-acetil (2a) e do halogenio cloro (2c)
nas posicdes C-3 e C-28 simultaneamente, deram potenciais caracteriticas
imunomoduladoras de INF-y e anti-inflamatérias atavés da inibicdo de COX-2 a

esses dois novos derivados.

Laavola e colaboradores (2016) realizou modificacdes estratégicas na
estrutura da BE, adicionando grupamentos formil e pirazol gerando dessa
forma derivados capazes de reduzir a expressao da citocina pro-inflamatoria IL-
6 e da enzima COX-2 de maneira significante. Sendo assim, apds observar a
modulacdo significante de INF-y, decidimos investigar a acdo dos novos

derivados em outra molécula central do processo infamatério, a COX-2.
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Ap6s avaliar a acdo anti-inflamatéria dos novos derivados da BE,
decidimos investigar a acao citotoxica desses derivados frente as linhagens de
células tumorais. Estudos tem revelado que a sintese de derivados a partir do
precursor betulina, tem gerado compostos mais citotoxicos e seletivos para
células neoplasicas (BORYCZKA et al., 2013; BEBENEK et al., 2015; YANG et
al., 2015; ZALESINSKA et al., 2015; LAAVOLA et al., 2016).

Dessa maneira, podemos observar que a estratégia de utilizar
substituintes ésteres e halogénios como o cloro e o flior nas posi¢cdes C-3 e C-
28 simultaneamente, tornaram os novos derivados da BE sem atividade

antineoplasica promissora.

A série dos derivados do AB utilizada em nosso estudo foi descrita
guanto a sua atividade antimaléarica por Silva e colaboradores em 2013. Eles
observaram que os derivados que possuiam cadeias laterais mais curtas eram
mais eficazes contra o P. falciparum, 3-5 vezes mais ativos do que o AB, além

de ndo serem citotoxicos para a linhagem de células renais (HEK293T).

Dinh ngoc e colaboradores em 2014, sintetizaram derivados a partir do
acido betulinico e da betulina e estes foram testados para avaliar a sua
atividade citostatica contra leucemia murina (L1210), carcinoma cervical
humano (HelLa) e células linfoblasticas humanas tumorais (CEM). Os
resultados mostram que alguns derivados do AB tém uma atividade citostatica
promissora in vitro, se tornando um possivel agente anticancer. Varios
derivados também foram dotados de atividade antiviral contra o
citomegalovirus humano, antiHCMV. Entretanto néo foi utilizada nenhuma
linhagem de célula normal para avaliar se os derivados eram seletivos ou
toxicos para as células saudaveis. Ndo podemos comparar o0s resultados
obtidos por Dinh Ngoc e colaboradores (2014), uma vez que ele néo
comprovou a seletividade de seus derivados e se estes eram toxicos para as

células normais.

Em 2010, Kommera e colaboradores sintetizaram 5 derivados do acido
betulinico e 5 derivados da betulina e testaram esses derivados em 15

linhagens tumorais, além de usarem fibroblastos como suas células normais.
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Eles observaram que 4 destes compostos ndo foram ativos contra as células
em estudo mesmo nas maiores concentracbes (100uM). Eles chegaram a
concluséo que a adigdo de um grupo fenil, gera derivados com baixa atividade
e menos citotoxicos. Isso ocorre devido ao fato de que esse grupamento possui
uma estrutura rigida, tornando-os mais pesados, assim, reduzem a capacidade
desses derivados de penetrarem na membrana celular. Comparando com o
estudo de Kommera, o0 mesmo pode ter acontecido com algum dos nossos
derivados da BE. Durante a semissintese, grupos rigidos geraram compostos
muito pesados e impossibilitado-os de penetrarem na membrana celular.
Resultando na falta de atividade citotoxica desses derivados e falta de

atividade moduladora contra as citocinas IL-6.

Sendo assim, nossos achados para os derivados do AB divergem com
os dados da literatura. Trabalhos como os de Hsu e colaboradores (2013) e
Khan e colaboradores (2016) assim como outros pesquisadores, tem
demostrado que as modificagdes realizadas na estrutura do AB, tem levado a
desenvolver derivados mais citotoxicos e mais seletivos para diversas

linhagens de células tumorais (Quadro 3).
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7 CONCLUSAO

A estratégia de adicionar grupamentos ésteres e halogénios como o
fldor nas posi¢Bes C-3 e C-28 simultaneamente na BE, afim de gerar derivados
com potencial anti-inflamatério foi conquistada. Dos cinco derivados
semissintetizados, dois mostraram efeito modulador da citocina pro-
inflamatdrias INF-y. Além disso, a BE e os 2 novos derivados foram capazes de
modular a expressao proteica de um dos componentes chave do processo
inflamatdrio, a ciclo-oxigenase 2. O derivado 2c na dose de 100pM se destaca
pela maior inibicdo de COX-2 do que a droga utilizada na pratica clinica a
dexametasona.

Quanto a avaliacao tumoral dos novos derivados da BE, nenhum se
mostrou com atividade citotéxica promissora frente as linhagens de células
tumorais avaliadas. Ja as modificacbes realizadas na semissintese dos
derivados do AB fizeram com que esses compostos se tornassem citotoxicos
para as células normais (PBMCs) e nao fossem seletivos para as células
tumorais.

Mais ensaios sdo necessarios para elucidar as vias pela qual os
derivados da BE (2a e 2c) exercem os seus efeitos. Este estudo pode contribuir
para a concepcdo e desenvolvimento de compostos anti-inflamatorios com

possiveis alvos antitumorais a partir de fontes naturais.
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APENDICE 1 - IDENTIFICAGAO DO NOVOS DERIVADOS DA BE

3,28-0-acetil betulina (2a)

O composto 2a foi preparado usando anidrido acético. Obteve-se um pd branco com

rendimento de 90%.

'H RMN (400 MHz, CDCls), 8 (ppm): 1.03 (s, 15H, CH3-23; CH3-24; CH3-25; CH3-26 e
CHs-27); 1.06 (m, 1H CH-13); 1.09 (t, 1H, CH-18); 1.12 (t, 2H, CH2-1); 1.24 (t, 2H, CH»-
16); 1.36 (t, 2H, CH2-15); 1.39 (m, 4H, CH»>-2 e CH;-21); 1.43 (t, 4H, CH2-11 e CH2-22);
1.50 (t, 2H, CHz-6); 1.51 (m, 2H, CH>-12); 1.56 (t, 2H, CH2-7); 1.62 (t, 1H, CH-5); 1.79 (br
s, 3H, CHz3-30); 1.84 (m, 2H, CH2-2); 1.86 (t, 1H, CH-9); 2.07 (s, 6H, CHs-32 e CHs-34);
2.44 (ddd, 1H, CH-19); 4.24 (dd, 2H, CH2-28); 4.46 (dd, 1H, CH-3); 4.58 (s, 1H, CH-29b);
4.68 (s, 1H, CH-29a).

13C RMN (75 MHz, CDCls), & (ppm): 16.15 (C-25); 16.48 (C-26 e C-27); 18.15 (C-6);
19.09 (C-34); 20.78 (C-32); 21.06 (C-30); 21.32 (C-11); 25.12 (C-2); 26.90 (C-12); 23.68
(C-23 e C-24); 27.93 (C-15); 29.55 (C-21); 29.71 (C-16 e C-22); 35.53 (C-7); 37.03 (C-10);
37.53 (C-13); 37.77 (C-4); 38.36 (C-1); 40.86 (C-8); 42.66 (C-14); 48.74 (C-19); 46.28 (C-
18); 47.69 (C-17); 50.25 (C-9); 55.35 (C-5); 62.78 (C-28); 80.89 (C-3); 109.88 (C-29);
150.09 (C-20); 170.99 (C-31); 171.60 (C-33).

HRMS (ESI-MS, m/z); [M+Na]* calculado para CssHssOsNa: 549.7793; encontrado:
549.2620. Ponto de fusdo: 210-214°C

3,28-O-trifluoracil betulina (2b)

O composto 2b foi preparado usando o anidrido Bis(trifluoroacético). Um pé brando

foi obtido com rendimento de 80%.

1H RMN (400 MHz, CDCl3), & (ppm): 0.83 (t, 2H, CH2-16); 0.99 (m, 1H, CH-13); 1.06 (s,
15H, CH3-23, CH3-24, CH3-25, CH3-26 e CH3-27); 1.08 (t, 1H, CH-18); 1.15 (t, 2H, CH2-1);
1.30 (m, 2H, CH2-12); 1.33 (t, 2H, CH2-15); 1.42 (m, 2H, CH2-21); 1.43 (t, 4H, CH>-11 e

CH2-22); 1.45 (t, 2H, CH2-6); 1.62 (t, 1H, CH-5); 1.64 (t, 2H, CHx-7); 1.78 (br s, 3H, CHs-
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30); 1.80 (m, 2H, CH»-2); 1.84 (t, 1H, CH-9); 1.99 (ddd, 1H, CH-19); 4.15 (dd, 2H, CHa-
28); 4.58 (dd, 1H, CH-3); 4.62 (s, 1H, CH-29b); 4.71 (s, 1H, CH-29a).

13C RMN (75 MHz, CDCls), & (ppm): 15.98 (C-26); 16.14 (C-27); 16.24 (C-25); 18.07 (C-6
e C-30); 19.08 (C-11); 20.77 (C-23 e C-24); 23.25 (C-2); 25.04 (C-12); 26.92 (C-15); 27.77
(C-21); 29.33 (C-16); 34.00 (C-22); 34.21 (C-7); 37.04 (C-10); 37.74 (C-13); 38.07 (C-4);
38.20 (C-1); 40.88 (C-8); 42.74 (C-14); 46.61 (C-18); 47.53 (C-17); 48.76 (C-19); 50.19 (C-
9); 55.23 (C-5); 66.84 (C-28); 86.23 (C-3); 110.30 (C-29); 116.05 (C-32); 116.11 (C-34)
149.50 (C-20); 157.74 (C-31); 158.16 (C-33).

HRMS (ESI-MS, m/z); [M-H+2K]* calculado para CssHi7F604Kz: 711.2636; encontrado:
711.3934 . Ponto de fusdo: 175-176°C.

3,28-0O-dicloroacil betulina (2c)

O composto 2c foi preparado usando anidrido dicloroacético. Um pd branco foi obtido

com rendimento de 85%.

IH RMN (400 MHz, CDCls), § (ppm): 0.99 (s, 15H, CH3-23, CH3-24, CH3-25, CH3-26 e CHa-
27); 1.06 (m, 3H, CH-13 e CH,-16); 1.06 (t, 1H, CH-18); 1.13 (t, 2H, CH,-1); 1.26 (m, 2H,
CH,-21); 1.30 (t, 2H, CH,-15); 1.34 (m, 2H, CH-11); 1.42 (t, 2H, CH,-7); 1.45 (m, 4H,
CHy-2 e CH,-12); 1.51 (t, 2H, CH2-6); 1.64 (t, 1H, CH-5); 1.74 (t, 2H, CH,-22); 1.79 (br s,
3H, CH3-30); 1.81 (t, 1H, CH-9); 2.00 (ddd, 1H, CH-19); 4.07 (dd, 2H, CH,-28); 4.48 (dd,
1H, CH-3); 4.61 (s, 1H, CH-29b); 4.70 (s, 1H, CH-29a); 5.92 (s, 1H, CH-34); 5.96 (s, 1H,
CH-32).

13C RMN (75 MHz, CDCls) 8 (ppm): 15.96 (C-25); 16.11 (C-26); 16.32 (C-27); 18.01 (C-
6); 19.08 (C-30); 20.74 (C-11); 23.19 (C-23 e C-24); 25.06 (C-2); 26.95 (C-12); 27.80 (C-
15); 29.41 (C-21); 29.48 (C-16); 33.98 (C-7 e C-22); 34.29 (C-10); 37.01 (C-13); 37.66 (C-
4); 38.21 (C-1); 40.84 (C-8); 42.70 (C-14); 46.75 (C-18); 47.66 (C-17); 48.80 (C-19); 50.17
(C-9); 55.28 (C-5); 64.43 (C-34); 64.78 (C-32); 66.16 (C-28); 80.90 (C-3); 109.08 (C-29);
149.70 (C-20); 164.30 (C-31); 164.96 (C-33).
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HRMS (ESI-MS, m/z); [M+H+2Na]* calculado para CssHs1ClsOsNaz: 711.5579;
encontrado: 711.4124. Ponto de fusao: 166-170°C.

3,28-0-isobutil betulina (2d)

O composto 2d foi preparado usando anidrido isobutirico. Obteve-se um pd branco

com rendimento de 93%.

IH RMN (400 MHz, CDCls), & (ppm): 0.96 (t, 2H, CH,-16); 1.02 (s, 15H, CHs-23, CHs-24,
CH3-25, CH3-26 e CH3-27); 1.06 (t, 1H, CH-18); 1.13 (m, 3H, CHo-1 e CH-13); 1.17 (d,
12H, CH3-33, CH3-34, CH3-37 e CH3-38); 1.38 (t, 4H, CH2-15 e CH2-21); 1.41 (m, 4H, CHa-
2 e CHy-11); 1.49 (m, 4H, CH2-6 e CH»-12); 1.57 (t, 2H, CH,-7); 1.60 (t, 1H, CH-5); 1.67 (t,
2H, CH2-22); 1.79 (br s, 3H, CH3-30); 2.42 (m, 1H, CH-36); 2.53 (m, 1H, CH-32); 1.82 {(t,
1H, CH-9); 2.03 (ddd, 1H, CH-19); 2.26 (t, 2H , CH,-36); 2.38 (t, 2H, CH,-32); 4.26 (dd,
2H, CH,-28); 4.44 (dd, 1H, CH-3); 4.57 (s, 1H, CH-29b); 4.67 (s, 1H, CH-29a).

13C RMN (75 MHz, CDCls) & (ppm): 16.05 (C-25); 16.07 (C-26); 16.59 (C-27); 19.12 (C-
33, C-34, C-37 e C-38); 19.25 (C-6); 20.82 (C-11 e C-30); 23.68 (C-23 e C-24); 25.18 (C-
2); 26.95 (C-12); 27.96 (C-15); 29.61 (C-21); 29.82 (C-16); 34.12 (C-22); 34.26 (C-36);
34.49 (C-32); 34.57 (C-7); 37.10 (C-10); 37.57 (C-13); 37.97 (C-1 e C-4); 38.36 (C-8);
40.91 (C-14); 42.73 (C-18); 46.57 (C-17); 48.83 (C-19); 50.29 (C-9); 55.39 (C-5); 62.42 (C-
28); 80.35 (C-3); 109.88 (C-29); 150.19 (C-20); 176.82 (C-35); 177.52 (C-31).

HRMS (ESI-MS, m/z); [M-2H+K]* calculado para CssHeoOsK: 619.9789; encontrado:
619.3745. Ponto de fusdo: 110-112°C.

3,28-0- butanoil betulina (LAFIS136)

O composto LAFIS136 foi preparado usando anidrido butirico. Obteve-se um pé branco

com rendimento de 64%.

1H RMN (400 MHz, CDCls), & (ppm): 0.96 (t, 6H, CH3-34 e CH3-38); 0.99 (s, 15H, CHs-
23, CH3-24, CH3-25, CH3-26 e CH3-27); 1.02 (t, 1H, CH-18); 1.15 (m, 1H CH-13); 1.36 (t,
2H, CH2-16); 1.41 (m, 2H, CH,-12); 1.49 (t, 2H, CH2-6); 1.52 (t, 2H, CH»-1); 1.60 (t, 2H;

CH2-7); 1.61 (t, 1H, CH-5); 1.63 (t, 2H, CH-15); 1.64 (m, 2H, CH»-21); 1.67 (t, 2H, CHa-
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11); 1.70 (t, 2H, CH2-22); 1.74 (m, 2H, CH,-37); 1.77 (m, 2H, CH,-33); 1.78 (br s, 3H,
CHs-30); 1.84 (m, 2H, CH»-2); 1.98 (t, 1H, CH-9); 2.21 (ddd, 1H, CH-19); 2.26 (t, 2H , CHa-
36); 2.38 (t, 2H, CH2-32); 4.40 (dd, 3H, CH-3 e CH,-28); 4.52 (s, 1H, CH-29b); 4.61 (s, 1H,
CH-29a).

13C RMN (75 MHz, CDCls) & (ppm): 13.71 (C-38); 14.72 (C-35); 16.54 (C-25); 18.14 (C-
26); 18.53 (C-27); 18.62 (C-33 e C-37); 19.10 (C-6); 20.77 (C-11 e C-30); 23.76 (C-23 e C-
24); 25.13 (C-2); 27.93 (C-12); 29.55 (C-15); 29.76 (C-16 e C-21); 34.08 (C-22); 34.56 (C-
36); 36.40 (C-32); 36.75 (C-7); 37.03 (C-13); 37.53 (C-10); 37.80 (C-4); 38.34 (C-1);
40.86 (C-8); 42.67 (C-14); 46.37 (C-18); 47.70 (C-17); 48.74 (C-19); 50.24 (C-9); 55.34 (C-
5); 62.35 (C-28); 80.55 (C-3); 109.83 (C-29); 150.15 (20); 173.54 (C-31); 174.16 (C-35).

HRMS (ESI-MS, m/z); [M+Na]* calculado para CsgHe20s4Na: 605.8563; encontrado:
605.3057. Ponto de fusdo: 100-104°C.
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APENDICE 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugéo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL E ANTI-INFLAMATORIA DOS NOVOS
DERIVADOS SEMI-SINTETICOS DO ACIDO BETULINICO E DA BETULINA, que esta sob a
responsabilidade da pesquisadora Sayonara Maria Calado Goncalves, Rua padre
carapuceiro 478/ apt:204 — Boa Viagem, CEP: 51020-280 Recife — PE. E-mail:
sayonara_123 6@hotmail.com. Telefone/Fax: 55 (81) 2126-8346. Também participam
também desta pesquisa: Prof. Dr. Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo, Profd. Dra.

Simone Cristina Baggio Gnoatto, Prof¢. Dra. Maira Galdino da Rocha Pitta.

Este Termo de Consentimento pode conter alguns topicos que o/a
senhor/a ndo entenda. Caso haja alguma duvida, pergunte a pessoa a quem
esta lhe entrevistando, para que o/a senhor/a esteja bem esclarecido (a) sobre
tudo que esta respondendo. Apds ser esclarecido (a) sobre as informacdes a
seguir, caso aceite em fazer parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao
final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas € sua e a outra é do
pesquisador responsavel. Em caso de recusa o (a) Sr. (a) ndo sera penalizado
(a) de forma alguma. Também garantimos que o (a) Senhor (a) tem o direito de
retirar o consentimento da sua participacdo em qualquer fase da pesquisa, sem
gualquer penalidade.
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INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

A pesquisa tem como objetivo avaliar possiveis mecanismos de acédo
(maneira como agem) associados aos saberes sobre derivados semissintéticos
(produzidos a partir de produtos naturais quimicamente alteradas) a fim de
encontrar novas alternativas naturais para o tratamento de doencas
inflamatdrias cronicas, assim como o tratamento de neoplasias malignas. A
coleta serd feita no Laboratério de Imunomodulacdo e Novas Abordagens
Terapéuticas (LINAT) em pessoas saudaveis como vocé e que serao incluidas
no grupo controle com um total de 20 voluntarios na pesquisa. Serdo coletados,
no braco, 18 mL de sangue (equivalente a 3 colheres de sopa).

Durante a pesquisa sera coletado seu sangue uma Unica vez onde serao
aproveitados os elementos que fazem parte do seu sangue para completar os
ensaios laboratoriais. A coleta de sangue pode ser desconfortavel, o braco
pode ficar um pouco dolorido e apresentar hematoma que é uma area
arroxeada no local da coleta. Antes de iniciar a coleta, nos limparemos o braco
do voluntario com alcool, e todo material usado na coleta & descartavel. A
coleta sera feita por profissionais treinados e competentes, orientados para
reduzir os riscos. O material coletado sera processado para o isolamento das
células polimorfonucleares sanguineas que serdo cultivadas e tratadas com os
derivados semissintéticos do acido betulinico e da betulina para os ensaios
posteriores. Em caso dano fisico ao voluntario pela coleta inadequada, o
mesmo sera assessorado e devidamente assistido pelos membros da equipe

de pesquisa.

Os beneficios incluem o melhor entendimento da acdo dos novos
derivados semissintéticos do acido betulinico e da betulina nas doencas
inflamatorias e no cancer, bem como a descoberta dos mecanismos de acéo
dos novos derivados em individuos saudaveis como vocé. Os resultados desta

pesquisa poderdo contribuir significativamente com uma alternativa terapéutica
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minimizando efeitos colaterais e melhorando a qualidade de vida dos pacientes
com estas doencgas.

As informagbes desta pesquisa serdo confidencias e serdo divulgadas
apenas em eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacao dos
voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o
sigilo sobre a sua participagdo. Os dados coletados nesta pesquisa (Nome,
assinatura e CPF), ficardo armazenados em pastas de arquivo, sob a
responsabilidade da pesquisadora Sayonara Maria Calado Goncalves, no
endereco acima informado, pelo periodo de 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se
houver necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidos
pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentacao). Fica tambéem
garantida indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da

participacdo na pesquisa, conforme deciséo judicial ou extra-judicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo,
vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar,
sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81)
2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

(Assinatura do Pesquisador)
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO
VOLUNTARIO (A)

Eu,

, CPF

abaixo assinado, apos a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de

ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas duividas com o
pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo Avaliagdo da
atividade antitumoral e anti-inflamatoéria dos novos derivados semissintéticos do acido
betulinico e da betulina, como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e
esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos
nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participagéo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a

gualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrup¢cao de

meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Local e data

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos
sobre a pesquisa e o aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas

nao ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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