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Introducao

Fase Pré-clinica

Testes in vitro
v' Reacles quimicas, =
v' Cultura de células e de mlcrorganlmos
Testes in vivo

Fase Clinica
Fases |, I, lll e IV




Introducao

Grupo de pesquisa:

Prof. Dr. Joao Ernesto de Carvalho
Profa. Dra. Mary Ann Foglio

Dra. Ana Lucia Tasca Gois Ruiz

Quimica, Farmacologia e Toxicologia de Substancias Bioativas:
» Produtos Naturais
Obtidos a partir de processos fitoquimicos
Obtidos a partir de sintese organica (incluindo sintese de
analogos e derivados)*
» Alimentos Funcionais*
» Complexos Metalicos (Quimica Inorganica)*

* Colaborac6es com diversos grupos do Brasil e Exterior



Farmacologia e Toxicologia
de Substancias Bioativas

In vitro
Painel: 15 linhagens tumorais humanas, 2 linhagens tumorais murinas, 9 linhagens
imortalizadas (2 humanas e 7 outros mamiferos), 2 linhagens finitas de fibroblastos

humanos.
v’ Cancer:
atividade anti-proliferativa, mecanismos de morte celular, ciclo celular, teste
clonogénico, etc.
v' Cicatrizacao:
inducéo de proliferacdo, migracao celular, producéo de colageno, etc;
v Inflamacéo (producéo de citocinas?*);
v' Toxicologia experimental

Mutagenicidade — induc&o de micronucleos
Genotoxicidade — teste Cometa (fragmentacao de DNA)




Estudos In vitro

Material de e
Estudo
Células
Intactas

Células
Lisadas

Meio de @utras
cultura iiecnicas

Galluzzi et al., Cell Death and Differentiation 16: 1093-1107, 2009.



Comecando um experimento...

Cultivo das células
(37 °C, 5% CO,)

Preparo da

| suspensao celular

IR T

Tiefe

— 1. Contagem das celulas

2. Preparo da suspensao
celular na densidade escolhida

Depth ¢

Camara de Neubauer
0100mm NEUBAJER

HEE
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Média=(A+ B+ C+ D)/4
Média x 10*cel —> 1 mL

D.lI.x10%cel — Vv mL



Piper regnellii (Mig.) C.DC. var. regnellii

Familia: Piperaceae

Nome popular: caapeba, pariparoba

Uso popular: infusdes e emplastros de folhas e raizes para
tratamento de feridas, reducéo de inchacos, irritacdes na pele e
infeccobes;

Estudos fitoquimicos prévios: fenilpropanoides e neolignanas;
Estudos farmacologicos prévios: atividades antifungica,

antibacteriana, anti-tripanossoma,;

http://webdrm.cpgba.unicamp.br/cpma/fotos/221.jpg

Longato et al., Planta Medica 77: 1482-1488, 2011.



Piper regnellii (Mig.) C.DC. var. regnellii

Extracao
sucessiva por
maceracao

1. Cromatografia
em coluna;

2. Recristalizacéo
da fracdo mais
ativa

Eupomatenoide-5

http://webdrm.cpgba.unicamp.br/cpma/fotos/221.jpg

Longato et al., Planta Medica 77: 1482-1488, 2011.



Proliferacao celular (protocolo NCI60)
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Controle de células sem
tratamento no inicio do tempo

de exposicédo (TO)

Células com diferentes
tratamentos (A)

Controle de células sem tratamento
ao final do tempo de exposicéo (T1)

Monks A et al. Journal of the National Cancer Instute 83: 757-766, 1991.

Resultado

Se T0 <A 100% — (T1-T0)
X% — (A-TO)
X (%) = proliferacao celular

Se 70 > A 100% — (TO)
X% — (A-TO)

X (%) = proliferacao celular



Piper regnellii (Mig.) C.DC. var. regnellii

TGI (ug/mL)®

Cell Lines DCE EUP-5¢ DOXd

Melanoma (UACC-62) 26.45 16 8.21 0.05
Breast (MCF7) . 3.10

Kidney (786-0) 8. 4.97
Lung (NCIFH460) : 0.81
Prostate (PG3) e 3.19
Ovary (OVCAR-3) : 0.07
Colon (HT29) : 14.88
Leukemia (K-562) : 1.29

http://wepgrm.cqu\a.unicamp.br/pgma/fqtos/@Zl.jpg

Longato et al., Planta Medica 77: 1482-1488, 2011.



Caracteristicas morfologicas
Células —
Intactas Caracteristicas
morfologicas
v’ Otica

Microscopia v Visivel
v" Fluorescéncia

| v/ Eletrbnica
v’ Varredura
v" Transmissao

Lang et al., Nature Reviews Drug Discovery 5: 343-356, 2009.



Microscopia Eletronica de Varredura

Células sem
tratamento ao final do
tempo de exposicao

Células com
tratamentos ao final
do tempo de
exposicao

Les Laboratoires Servier

Longato et al. Toxicology in Vitro 29: 1026-1033, 2015.

* Preparacao da suspenséo celular;

* Fixacao das células (glutaraldeido/formaldeido);

* POs fixacao (tetroxido de 6smio);

* Preparacdo da suspensao celular para avaliacéo
em microscopia eletronica de varredura
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o
g

Aquisicl:éo das
Imagens



Piper regnellii (Mig.) C.DC. var. regnellii

Linhagem: MCF-7

Eupomatenoide-5

EHT =10.00 kV Mag= 1620KX Signal A = SE1 LIKA 2pm EHT = 5.00 kv Mag= 14.14KX Sigi =SE1 LIKA 2um EHT = 500 kv Mag= 846KX

WD = 8.0 mm | Probe =100 pA VP Target= 100 Pa_ ..~ —t WD = 8.0 mm | Probe = 100 pA VP Target=_ 100 Pa_ .o & — WD = 8.5 mm 1 Probe = 100 pA

Imagens por microscopia eletronica de varredura
(A) Células néo tratadas (B e C) Células tratadas por 6h com eupomatenoide-5 (51uM), a 37 °C, 5% CO,

Longato et al. Toxicology in Vitro 29: 1026-1033, 2015.



Piper regnellii (Mig.) C.DC. var. regnellii

Linhagem: 786-0

EHT = 5.00 kV Mag= 1089 KX Signal A = SE1 LIKA fpm EHT = 5.00kV Mag= 18.14 KX ) Signal A = SE1 LIKA 2 EHT= 5,00 kV Mag= 16.01 KX Signal A = SE1 LIKA

WD = 7.5 mm | Probe = 101 pA VP Target=_ 100 Pa__ ..

Imagens por microscopia eletrénica de varredura
(A) Células néo tratadas (B e C) Células tratadas por 6h com eupomatenoide-5 (51uM), a 37 °C, 5% CO,

D = 8.0 mm | Probe = 80 pA VP Target=_ 100 Pa__ . WD = 7.5 mm | Probe = 80 pA VP Target=_ 100 Pa

Longato et al. Toxicology in Vitro 29: 1026-1033, 2015.



http://www.semrock.com/flow-cytometry.aspx

Citometria de Fluxo

Fluorescent
Channels
/

xe=rl Analise simultanea multiparamétrica

-omputer

Dichroic /%

%’ de células e/ou particulas
oD .~ (geralmente de 0,2 a 50 um) em

& suspenséao, por meio de um sistema
sde IR de fluxo continuo.

Scatter
Detector

Informacdes Morfoldgicas:
i Forward Scatter e Side Scatter
Bandpass | Informacdes Bioquimicas:

Filter
Forward Marcadores fluorescentes
Detector

Lang et al., Cellular imaging in drug discovery . Nature Reviews Drug Discovery 5: 343, 2009.



Citometria de Fluxo

Piper regnellii (Mig.) C.DC. var. regnellii

ﬁ
“ Células sem
tratamento ao final do

tempo de exposicao

Células tratadas com
Eup-5 em diferentes
tempo de exposicao

Les Laboratoires Servier

Longato et al. Toxicology in Vitro 29: 1026-1033, 2015.

* Preparacéao da suspenséao celular;

* Tratamento das células com o(s) fluoréforo(s)
adequado(s);

* Incubacao no escuro a temp. amb.

_

Leitura das células no citbmetro
(5 a 10 mil eventos)



Citometria de Fluxo - Avaliacao de exposicao de
residuos de fosfatidilserina

http://www.byrdwell.com/PhosphatidylSerine/image16791.gif
https://www.getoptimind.com/phosphatidylserine-benefits-that-change-lives/

Exposicdo de residuos
PS:

Bicamada
Lipidica \\\ Wy S ’/n > relacionada com inicio

[ W\
4L {///%” i arnni k\l\\\\\\\ iy de processos de morte
00y I

e [

%‘ S -3 > Sinalizac&do “Eat me”

celular:

Proteinas de Fosfolipideos

transporte > apoptose,

» parthantos;

> netose.

Galluzzi et. al. Cell Death and Differentiation 19: 107-120, 2012; Nagata et al. Cell Death and Differentiation 23: 952—-961, 2016.



Citometria de Fluxo

Piper regnellii (Mig.) C.DC. var. regnellii

Apoplosis Eup-5 51 uyM

7-ARD (PM2)
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Longato et al. Toxicology in Vitro 29: 1026-1033, 2015.

Anexina V-PE (+)
7-AAD (+)

Anexina V-PE (+)
7-AAD (-)

Linhagem: MCF-7
Tempo de incubacao: 12h
Conc. Eup-5: 51uyM

@ Residuo PS *Anexina V-PE 7-AAD



Citometria de Fluxo
Piper regnellii (Mig.) C.DC. var. regnellii

Untreated Apoptosis Eup-5 51 uM
L e e ——
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Tempo de incubacao: 12h
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Longato et al. Toxicology in Vitro 29: 1026-1033, 2015.



Sobre as Caspases

Caspases (Cysteine-ASPartic proteASES)

* Enzimas proteoliticas envolvidas com homeostase celular

* Processos de morte celular (apoptoses, piroptose, necroptose, catastrofe mitética e
autofagia):

Caspase-2, -3, -7, -8, -9 e -10
* Processo inflamatario:
Caspase-1, -4, -5, -11 e -12
* Funcdes nao relacionadas a processos de morte celular: proliferacdo, supressao

tumoral, diferenciacao, desenvolvimento neural e processo de envelhecimento celular.

Shalini et al., Cell Death and Differentiation 22, 526-539, 2015.



Citometria de Fluxo
Piper regnellii (Mig.) C.DC. var. regnellii

Untreated Eup-5 (51 uM)

Linhagem: MCF-7
Tempo de incubacgao: 6 h
Conc. Eup-5: 51uM
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7 - AAD (PM2)

138405
10e2 10e3 10e1 10e2 10e3 10ed
SR-VAD-FMK (PM1)
Inibidor inespecifico de Caspases
(ligado a um fluordéforo)

Longato et al. Toxicology in Vitro 29: 1026—-1033, 2015.



Citometria de Fluxo
Piper regnellii (Mig.) C.DC. var. regnellii

Células nao tratadas Células tratadas
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Linhagem: 786-0
Tempo de incubacao: 6 h
Conc. Eup-5: 51uyM

101 1062 1063 10ed
SR-VAD-FMI (PM1)

Longato et al. Toxicology in Vitro 29: 1026-1033, 2015.



Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot

Campo experimental CPQBA/UNICAMP Monteiro, K.M.

Familia: Bignoniaceae

Nome popular: Pariri, Crajiru, Puca-panga, Coapiranga, Chica

ou Cipé6-cruz

Uso popular: cicatrizante, anti-inflamatorio, antimicrobiano e

tratamento de diarreia. Também usado por algumas tribos

indigenas em tatuagens corporais.

Estudos _ fitoquimicos:  Flavonoides  (Antocianinas e

antocianidinas), taninos e esteroides.

Jorge et al. Journal of Ethnopharmacology 118: 361-366, 2008.



Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot

Extracdo
sucessiva por
maceracao
(70% methanol
+ 0,3% acido
citrico)

1. Eliminacgao
do metanol por
evaporacao

2. Neutralizacao
3. Liofilizac&o

Campo experimental CPQBA/UNICAMP Monteiro, K.M.

Jorge et al. Journal of Ethnopharmacology 118: 361-366, 2008.



Cicatrizacao - Fases

Easelle
coagulacdoe
. homeostas |

inflamatéria .

Granulacéo;

Ativacao de fibroblastos (proliferacao e sintese de
colageno);
Formacao de novos vasos sanguineos;
Contracdo e formacao do novo epitélio

Eming et al. Science Translational Medicine 6(265):265sr6 (16 pp), 2014 (DOI: 10.1126/scitransimed.3009337).



Avaliacao de atividade proliferativa

« Semelhancas:

* Placas T1 e TO;

* Faixa de concentracao:
0,25 a 250 pg/mL

 Diferencas:

* Carenciamento:

* Reducdo da concentracdo de
Soro Fetal Bovino de 10% para
0,3%

* Incubacao por 72h antes do
tratamento com amostra.

* Apds tratamento, incubacéo por 72h.

Jorge et al. Journal of Ethnopharmacology 118: 361-366, 2008.



Avaliacao de atividade proliferativa

—a— A.chica
—e— Alantoina

Tratamento:
Extrato de Arrabideae chica;

Alantoina.

Linhagem: Fibroblastos dérmicos humanos
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10° 10
Concentragao (ng/mL)

Jorge et al. Journal of Ethnopharmacology 118: 361-366, 2008.



Dosagem de Colageno

Células sem
tratamento ao final do
tempo de exposicao

Células com (120°C, 20min)
tratamentos ao final

do tempo de

exposicao (72h)

Les Laboratoires Servier

Jorge et al. Journal of Ethnopharmacology 118: 361-366, 2008.

Coleta dos sobrenadantes
Hidrolise com NaCl 6N

1. Reacdo com Cloramina T
Temp. amb., 20min

2. Reacdo com corante de Ehrlich
65°C, 15 min

3. Leitura espectrofotométrica (550 nm)



Dosagem de Colageno

Tratamento:

Extrato de Arrabideae chica (250ug/mL);
Alantoina (250 ug/mL);
Acido ascorbico (25 ug/mL).

Linhagem: Fibroblastos dérmicos humanos
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(cultura finita)

a: diferente do fibroblasto; b: diferente da
Fibroblasto A.chica Alantoina Ac. ascorbico

alantoina,*p< 0,01, ** p<0,001
Jorge M. P. et al. Journal of Ethnopharmacology 118: 361-366, 2008.






Obrioado!
Graclas!
Thank Youl

Dra. Ana Lucia Tasca Gois Ruiz
Pesquisadora, FCF/Unicamp
ana.ruiz@fcf.unicamp.br



