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RESUMO

A incidéncia de casos de cancer vem crescendo em ritmo acelerado em todo o mundo,
0 que tem despertado o interesse na busca de tratamentos mais eficazes. Geralmente, as
drogas utilizadas nessas terapias, causam algum tipo de efeito colateral podendo também, em
certas circunstancias, ser carcinogénicos. Desta forma ensaios para avaliar a atividade
genotdxica desses farmacos sdo necessarios para promover uma seguranga na utilizacéo
desses terapéuticos. As substancias liquénicas apresentam varias atividades bioldgicas,
podendo ser candidatas promissoras a drogas antineoplasicas. O objetivo deste estudo foi
verificar a atividade citotdxica de extratos organicos e acido Usnico obtido de Cladonia
substellata bem como efeitos genotdxicos deste metabdlito liquénico e seus derivados
pirazolicos sintéticos. Os extratos organicos foram obtidos a partir da extracdo por
esgotamento a quente em aparelho de Soxhlet do talo de C. substellata. O &cido Usnico foi
obtido por purificacdo do extrato etéreo, seguido por sucessivas cristalizacfes até obtencdo de
alto grau de pureza da substancia. Os derivados pirazolicos foram sintetizados através da
reacdo do 4&cido usnico purificado com as fenil-hidrazinas substituidas e quantidade
equivalentes de bicarbonato de sédio (NaHCOs3). Analises cromatograficas em camada
delgada (CCD) e liquida de alta eficiéncia (CLAE), ressonancia magnetica nuclear de prétons
(RMN-H?Y) e Carbono 13 (RMN-C), bem como infravermelho (V) foram realizadas para
confirmacéo estrutural da molécula do acido Usnico purificado e dos derivados pirazolicos. O
ensaio de citotoxicidade foi realizado pelo método do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetraz6lio (MTT), avaliado os extratos organicos e o acido usnico purificado de C.
substellata frente as linhagens de células tumorais NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide
de pulmdo humano), HEp-2 (carcinoma de laringe humana) e HL-60 (leucemia promielocitica
aguda). Os testes de genotoxicidade in vivo, foram feitos pelo ensaio cometa e teste do
microndcleo. Os extratos organicos e o acido usnico purificado apresentaram porcentagem de
inibicdo celular muito significativa (>70%), de modo que o extrato etéreo (100%) e o
composto 3e (90,3%) apresentaram os melhores resultados para a linhagem celular MCF-7. O
acido usnico purificado apresentou Clso de 4, 97 pg/mL e 2,19 pg/mL as células NCI-H292 e
HEp-2 respectivamente, enquanto que o extrato cloroférmico foi o que apresentou maior
atividade frente a linhagem celular HL-60 com Clso de 3,34 pg/mL. A anélise estatistica do
ensaio cometa e teste do microntcleo demonstrou que o acido Usnico e todos 0s compostos
derivados (3a-3f) ndo apresentaram valores significativos (p > 0,05) quando comparados com
o controle negativo. Desta forma, os compostos testados ndo foram genotéxicos e
mutagénicos. Assim, os dados apresentados sdo animadores e ampliam o0s horizontes para
realizacdo de novos ensaios com o intuito de se aprofundar o conhecimento acerca destas
novas moléculas.

Palavras-chave: atividade antineoplasica; ensaio cometa; teste de microndcleo; substancias
liquénicas.



ABSTRACT

The incidence of cancer is increasing at a rapid pace worldwide, which has raised interest in
the search for more effective treatments. Generally, the drugs used in these therapies cause
some kind of side effect may also in certain circumstances be carcinogenic. Thus assays for
evaluating the genotoxic activity of these agents are needed to promote safety in using these
therapeutics. The liquenicas substances have various biological activities and may be
promising candidates for anticancer drugs. The objective of this study was to determine the
cytotoxic activity of organic extracts and usnic acid obtained from Cladonia substellata and
genotoxic effects of this lichen metabolite and their synthetic pyrazole derivatives. The
organic extracts were obtained from hot extraction in a Soxhlet apparatus depletion of stem C.
substellata. The usnic acid was obtained by purification of the ether extract, followed by
repeated crystallisations to achieve high purity of substance. The pyrazole derivatives were
synthesized by the reaction of purified usnic acid with the substituted phenylhydrazines and
equivalent amount of sodium bicarbonate (NaHCO3). Thin layer chromatographic analysis
(TLC) and high performance liquid (HPLC), nuclear magnetic resonance of protons (H!-
NMR) and carbon 13 (C-NMR) and infrared (IR) were performed to confirm the structure of
the molecule purified usnic acid and pyrazole derivatives. The cytotoxicity assay was
performed by the method of 3- [4,5-dimethylthiazol-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (MTT
assay), rated the organic extracts and the purified usnic acid of C. substellata front of tumor
cell lines NCI-H292 (human pulmonary mucoepidermoid carcinoma), HEp-2 (human
laryngeal carcinoma) and HL-60 (acute promyelocytic leukemia). The in vivo genotoxicity
tests were made by the comet assay and micronucleus test. The organic extracts and purified
usnic acid showed very significant percentage of cellular inhibition (> 70%), so that the
ethereal extract (100%) and Compound 3e (90,3%) showed the best results for cell line MCF-
7. The purified usnic acid showed ICso 4, 97 mg / mL and 2.19 mg / mL to NCI-H292 cells
and Hep-2 respectively, while the chloroform extract showed the most activity against the
HL-60 cell line with ICso 3.34 mg / mL. Statistical analysis of the comet assay and
micronucleus test showed that the usnic acid and its derivative compounds (3a-3f) showed no
significant differences (p > 0.05) when compared to the negative control. Thus, the
compounds tested were not genotoxic and mutagenic. Thus, the data presented are
encouraging and broaden the horizons for new tests in order to increase knowledge about
these new molecules.

Keywords: antineoplastic activity; comet assay; micronucleus test; liquenicas substances.



LISTA DE FIGURAS
INTRODUCAO

Figura 1- Distribuicdo proporcional dos dez tipos de céncer mais incidentes
estimados para 2014 por sexo, exceto pele ndo melanoma*.

Figura 2. Esquema representativo da transformacdo de uma célula normal em
celula cancerosa.

Figura 3. Esquema representativo dos estagios de evolucao da célula até chegar
ao tumor.

Figura 4. Classificacdo do dano do DNA das células analisadas por ensaio cometa. 0
(sem dano aparente); 1 (com pouco dano aparente); 2 (dano médio); 3 (dano médio
com cauda mais longa) e 4 (dano maximo).

Figura 5. Esquema da formacgdo de micronucleos como consequéncia de um dano no
DNA de uma célula em divis&o.

Figura 6. (a) Filamentos do micobionte (Parmotrema tinctorum) envolvendo células
do fotobionte (Trebouxia) visto ao microscopio. (b) Representacdo da associagdo
mutualistica entre fungo e alga.

Figura 7. Estrutura quimica do acido Usnico.

Figura 8- Vias de biossintese do acido Usnico.

ARTIGO

Figura 1. Esquema reacional de sintese dos derivados pirazdlicos. A: Acido
usnico; B: Fenilhidrazina; C: Derivado pirazolico.

Figura 2. Classificacdo do dano do DNA das células analisadas por ensaio
cometa. 0 (sem dano aparente); 1 (com pouco dano aparente); 2 (dano médio); 3
(dano médio com cauda mais longa) e 4 (dano maximo).

Figura 3. Cromatografia em camada delgada dos extratos organicos e do acido
uscico purificado. 1 - Padrdo do &cido Usnico Merck; 2 — Acido usnico purificado
de Cladonia substellata a partir do extrato etéreo; 3 — Extrato etéreo; 4 — Extrato
cloroférmico; 5 — Extrato aceténico.

Figura 4. Cromatografia em camada delgada dos derivados pirazdlicos do acido
asnico. 1 - Padrdo do &cido Gsnico; 2 — Acido usnico purificado; 3 — Composto 3a;
4 — Composto 3b; 5 — Composto 3c; 6 — Composto 3d; 7- composto 3e; 8-
Composto 3f.

Figura 5. Eritrocitos Normocromaticos corados em verdes; Eritrdcitos
Policrométicos corados em vermelho; Eritrcitos Policroméaticos com Microndcleo
apontados pela seta vermelha.

16

17

18

21

22

24

28

29

54

59

61

62

69



ANEXO

Figura 1- Espectro de RMN-H! do composto 3a.

Figura 2- Espectro de RMN-H! do composto 3b.

Figura 3- Espectro de RMN-H! do composto 3c.

Figura 4- Espectro de RMN-H! do composto 3d.

Figura 5- Espectro de RMN-H! do composto 3e.

Figura 6- Espectro de RMN-H! do composto 3f.

Figura 7- Espectro de RMN-H! do &cido Gsnico purificado.

Figura 8- Espectro de RMN-C*3 do composto 3a.

Figura 9- Espectro de RMN-C*2 do composto 3b.

Figura 10- Espectro de RMN-C*3 do composto 3c.

Figura 11- Espectro de RMN-C*3 do composto 3d.

Figura 12- Espectro de RMN-C*3 do composto 3e.

Figura 13- Espectro de RMN-C*® do composto 3f.

Figura 14- Espectro de Infravermelho do composto 3a.

Figura 15- Espectro de Infravermelho do composto 3b.

Figura 16- Espectro de Infravermelho do composto 3c.

Figura 17- Espectro de Infravermelho do composto 3d.

Figura 18- Espectro de Infravermelho do composto 3e.

Figura 19- Espectro de Infravermelho do composto 3f.

Figura 20- Espectro de Infravermelho do &cido usnico purificado.

Figura 21- Cromatograma liquido de alta eficiéncia (CLAE): A- Extrato etéreo
TR 25,88 min; B- Extrato cloroformico TR 25,92; C- Extrato acetonico TR 25,88;
D- Acido Gsnico purificado TR 26,39.

Figura 22- Cromatograma liquido de alta eficiéncia (CLAE): A- Composto 3a TR
10,67; B- Composto 3b TR 7,88; C- Composto 3¢ TR 24,49; D- Composto 3d TR
18,30; E- Composto 3e TR 3,89; F- Composto 3f TR 27,50.

77
77
78
78
79
79
80
80
81
81
82
82
83
83
84
84
85
85
86
86
87

88



LISTA DE TABELAS

ARTIGO

Tabela 1. Determinacdo da porcentagem de inibicdo celular dos extratos
organicos, acido usnico purificado e seus derivados pirazélicos.

Tabela 2. Clsg dos compostos testados frente as linhagens de células neoplasicas.

Tabela 3. Resultados dos testes de genotoxicidade pelo teste do micronicleo e

ensaio cometa.

66

67

68



ug

pL
pug/mL
pm
786-0
A2780
Acetil-CoA
ATP
B16 F10
°C

C14

Clso
Capan-2
CNPq
CCD
CD71
CIM
CLAE
CEEA
CO;
DAPI
D.P.
DMEM
DMSO
DNA
EDTA
FD

g

h

HiN1
HCT-116 p53(+/+)
HCT-116 p53(-/-)
Hela
HEp-2
HL-60
HT-29
IC

ID

IMA

v
Jurkat
K562
Kg
LIKA
log P
Malonil-CoA

LISTA DE ABREVIATURAS

Micrograma

Microlitro

Micrograma por mricrolitro

Micrémetro

Carcinoma de rim

Carcinoma de ovario

Acetil-coenzima A

Adenosina Trifosfato

Melanoma Murino

Grau

Carbono 14

Concentracao necessaria para inibir 50% da proliferacao celular
Cancer pancreatico

Conselho Nacional de Pesquisa
Cromatografia em Camada Delgada
Expressao do receptor de Transferrina
Concentracdo Inibitoria Minima
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal
Dioxido de Carbono
4'-6-diamidino-2-fenilindole

Desvio padréo

Meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco
Dimetilsulfoxido

Acido desoxirribonucleico

Acido Etilenediaminetetraacetico
Frequéncia de dano

Grama

Hora

Influenza A

Carcinoma de c6lon humano de tipo selvagem
Carcinoma de célon humano p53-nulo
Adenocarcinoma cervical

Carcinoma epidermoide de laringe
Leucemia promielocitica

Adenocarcimona de célon

Intervalo de confianca

indice de dano

Imazalil

Infravermelho

Leucemia de células T

Leucemia

Quilograma

Laboratdrio de Imunopatologia Keizo-Asami
Lipofilicidade

Malonil-coenzima A



MCF-7 Carcinoma de Mama

MDA-MB-231 Cancer de mama

mg Miligrama

MN Teste do Microcucleo

MMS Metanossulfonato de metilo

Ms. Mestre

mL Mililitro

mg/kg Miligrama por quilograma de peso

mM Milimolar

MTT Brometo de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio
NCIADR Ovario resistente a adriamicina

NaCl Cloreto de sddio

NaHCO3 Bicarbonato de sddio

NaOH Hidroxido de Sédio

NCI-H 292 Carcinoma de pulmao humano

NCE Eritrécitos normocromaticos

NF-kB Fator de transcricao nuclear

Nm Nanbmetro

OMS Organizacdo Mundial de Saude
OVCAR 03 Carcinoma de ovario

PBS Tampao fosfato-salino

Panc-1 Pancreas

PC-3 Prostata

PCE Proporc¢ao de eritrocitos policromaticos
PCEMn Proporcéo de eritrocitos policromaticos micronucleados
Pf Ponto de Fuséo

pH Potencial Hidrgenibénico

Ppm Parte por milhdo

RET Reticuldcito

RMN-C* Ressonancia Magnética Nuclear de C
RMN-H! Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons
RNA Acido Ribonucléico

ROS Espécies reativas de oxigénio

RPMI Roswell Park Memorial Institute
SK-BR-3 Adenocarcinoma de mama

CO2 Dioxido de Carbono

T-47D Cancer de mama

TNF o Fator de Necrose Tumoral

TRIS Tris(hidroximetil)aminometano

UFPE Universidade Federal de Pernambuco
uv Ultravioleta

viv Volume por volume

V79 Fibroblastos de pulméo de hamster chinés



SUMARIO

1. INTRODUCAO
1.1 Aspectos gerais e epidemioldgicos sobre o cancer
1.2 Genotoxicidade e Mutagenicidade
1.2.1 Ensaio Cometa
1.2.2 Teste do Micronucleo
1.3 Liquens
1.4 A importancia dos Liquens
1.5 Substéncias liquénicas
1.6 Acido Usnico
1.7 Atividades Biologicas
1.8 Sintese de novos analogos estruturais de produtos naturais
biologicamente ativos com atividade genotoxica e mutagénica
2. REFERENCIAS
3. OBJETIVOS
3.1 Geral
3.2 Especificos
4. ARTIGO
Resumo
1 Introducéo
2 Materiais e Meétodos
3 Resultados
4 Discussao
5 Concluses
6 Conflito de Interesses
7 Agradecimentos
8 Referéncias
5 CONCLUSAO GERAL
6 ANEXOS

16
16
19
20
21
23
24
27
28
30
32

35
47
47
47
48
50
52
53
60
69
72
72
72
72
75
76



16
Rocha, T.A. 2015 Auvaliacdo da Citotoxicidade e A¢do Genotoxica de Extratos Orgéanicos de Cladonia...,

1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais e epidemioldgicos sobre o cancer

A incidéncia de cancer vem crescendo em ritmo acelerado em todo o mundo, sendo
responsavel por um namero significativo de pacientes. De acordo com estimativas mundiais
do projeto Globocan 2012 (FERLAY et al., 2013), da Agéncia Internacional para Pesquisa em
Céancer (larc, do inglés International Agency for Research on Cancer), e da Organizacdo
Mundial da Saude (OMS) (2007), houve 14,1 milhdes de casos novos de cancer e um total de
8,2 milhdes de mortes por cancer, em todo o mundo, em 2012. No Brasil, a estimativa para o
ano de 2014 aponta para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer, o
que reforca a relevancia do problema da doenca no pais (BRASIL.INCA, 2014).

Na figura 1, estdo apresentados os tipos de cancer mais incidentes, a exce¢do do
cancer de pele do tipo ndo melanoma, que acometem homens e mulheres no Brasil. No sexo
masculino os canceres de prdéstata, de pulmdo, brénquio e traqueia foram os mais frequentes,
enguanto que no sexo feminino foram os canceres de mama, de colo e de reto (BRASIL.
INCA, 2014).

Figura 1- Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2014 por sexo,
exceto pele ndo melanoma*.

Localizagao primaria casos % Localizagao primaria casos %

Prostata 68.800 22,8% Homens Mulheres Mama Feminina 57.120 20,8%

Traqueia, Bronquio e Pulmao 16.400 5,4% Cdlon e Reto 17.530 6,4%

Colon e Reto 15.070 5,0% Colo do Utero 15.590 5,7%

Estdmago 12.870 4,3% Traqueia, Bronquio e Pulmdo  10.930 4,0%

Cavidade Oral 11.280 3,7% Glandula Tireoide 8.050 2.9%

Esdfago 8.010 2,6% ! Estomago 7.520 2.7%

Laringe 6.870 2,3% Corpo do Utero 5.900 2,2%

Bexiga 6.700 2,2% Ovdrio b.680 21%

Leucemias 5.060 1.7% Linfoma ndo Hodgkin 4.850 1,8%

Sistema Nervoso Central 4.960 1,6% Leucemias 4.320 1,6%

*Nimeros arredondados para 10 ou miltiplos de 10.

Fonte: BRASIL, INCA 2014.

Segundo o Instituto Nacional do Céncer (INCA) (BRASIL, 2014) céancer é
classificado como um conjunto de mais de 100 doencas que tem como causa 0 crescimento
desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e 6rgdos, podendo espalhar-se
(metéastase) para outras regides do corpo.

O processo de formacdo do cancer é chamado de carcinogénese ou oncogénese e,

em geral, acontece lentamente, podendo levar varios anos para que uma célula cancerosa se
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prolifere e dé origem a um tumor visivel. Esse processo ocorre em trés estagios principais, o
primeiro estagio é o de iniciacdo, em que a célula sofre acdo dos agentes cancerigenos ou
carcindgenos que sdo fatores externos (meio ambiente em 80% dos casos, como alimentos,
medicamentos, estilos e habitos de vida) e/ou fatores internos (predisposi¢fes genéticas), 0s
quais provocam modificacdes no DNA da célula (Figura 2). Em seguida, a célula alterada
continua a sofrer acdo de agentes que estimulam a sua multiplicacdo (agentes promotores) e
transforma-se em células malignas ou cancerosas, este estagio € chamado de promocdo
(PONDER et. al., 1986; SHERR, 1996; MINISTERIO DA SAUDE, 1996; DE ALMEIDA et.
al., 2005; BRASIL, 2011; SHAH et al. 2014).

Para que ocorra essa transformacdo, é necessario um longo e continuado contato
com o agente cancerigeno promotor. A suspensdo do contato com agentes promotores muitas
vezes interrompe 0 processo nesse estagio. O tipo de alimentagdo e a exposi¢do excessiva e
prolongada a hormonios sdo exemplos de fatores que promovem a transformacéo de células
iniciadas em malignas. O terceiro e Ultimo estagio é o de progressdo, caracterizado pela
proliferacdo descontrolada e irreversivel das células alteradas (Figura 3). Nesse estagio o
cancer ja esta instalado, evoluindo até o surgimento das primeiras manifestacdes clinicas da
doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 1996; DE ALMEIDA et. al., 2005; SHAH et al. 2014).

Figura 2- Esquema representativo da transformacdo de uma célula normal em célula cancerosa.
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Fonte: BRASIL, INCA 2014.
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Figura 3- Esquema representativo dos estagios de evolugdo da célula até chegar ao tumor.
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Fonte: BRASIL, INCA 2014
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O aumento no numero de casos tem despertado interesse na busca de tratamentos mais
eficazes na terapia do cancer. As terapias aplicadas hoje sdo cirurgias, radioterapias e
quimioterapias. Outra forma de tratamento € o uso de anticorpos monoclonais, que séo
anticorpos produzidos por um unico clone de um linfécito B parental, sendo, portanto,
idénticos em relagdo as suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas (WAYTECK et. al.,
2014). Em geral, a terapia do cancer é combinada, sendo associado mais de um tipo de
tratamento ou mais de dois agentes quimioterapicos (DE ALMEIDA et. al., 2005).

Apesar de essas estratégias serem bem sucedidas na maioria dos casos, erradicando
tanto os tumores primarios, como a divisao das células malignas, as células saudaveis podem
ser lesionadas, particularmente as células de rapido crescimento, como as gastrointestinais,
capilares e as do sistema imunoldgico, pois as drogas utilizadas como agentes quimioterapicos
atuam de forma ndo especifica, promovendo efeitos colaterais toxicos nos pacientes (DE
ALMEIDA et. al., 2005; WAYTECK et. al., 2014).

Os farmacos atualmente utilizados como agentes quimioterapicos afetam, em sua
maioria, apenas uma das caracteristicas das células cancerosas, o processo de divisao celular,
sendo, portanto, apenas antiproliferativos. Esses farmacos ndo exercem nenhum efeito
inibitorio especifico sobre o poder invasivo, a perda da diferenciacdo ou o poder metastatico.
Além disso, como seu efeito principal é exercido sobre a divisdo celular, eles irdo afetar todos
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os tecidos normais que se dividem rapidamente, produzindo entdo, em maior ou menor grau,
os conhecidos efeitos colaterais de uma quimioterapia. Ressalta-se ainda que os proprios
agentes antineoplasicos podem também, em certas circunstancias, ser carcinogénicos
(BERNARDI: JACQUES-SILVA; LENZ, 2003).

Dados epidemioldgicos mostraram que cerca de 30 agentes utilizados em
quimioterapia estdo relacionados com neoplasmas secundarios e que dez compostos
apresentaram evidéncias de carcinogenicidade humana (KIKUCHI; PINTO, 2005). Podemos
citar como exemplo, a administragdo de B-caroteno como anticarcinogénico, cujas tentativas
de uso clinico foram interrompidas prematuramente quando se descobriu que este tipo de
tratamento estava associado a aumento na incidéncia de cancer. Este acontecimento pode ser
explicado pela propriedade de 6xido-redugao do B-caroteno, podendo agir como aceptor ou
como produtor de radical livre, dependendo da concentracdo testada, estado de oxidacéo-
reducdo do sistema e propriedades intrinsecas do sistema fisiol6gico em estudo (KIKUCHI;
PINTO, 2005). Diante disso faz-se necessario a avaliagdo de uma possivel atividade
genotoxica e/ou mutagénica, para garantir a seguranca terapéutica de um agente neoplasico,
onde se deve comprovar que 0 Seu uso ndo traz agravos a saude humana por meio de estudos

farmacologicos, histopatologicos e toxicolégicos (AQUINO, 2010).

1.2 Genotoxicidade e Mutagenicidade

Genotoxicidade é a habilidade que algumas substancias apresentam de induzir
modificacBes no material genético do organismo a ele exposto. Essas substancias interagem
quimicamente com o material genético, causando altera¢cdes oxidativas ou mesmo quebras na
molécula de DNA. Na grande maioria dos casos, 0 dano € reparado pelo préprio organismo ou
a celula é eliminada. Caso essa lesdo seja fixada, as alteracbes podem se perpetuar nas células
filhas durante o processo de replicacdo (WHITE; RASMUSSEN, 1998; SASAKI et al. 2000;
OBE et al., 2002; WASSON; MCKELVEY-MARTIN; DOWNES, 2008). O efeito genotoxico
de um composto pode ser avaliado por meio de ensaios que investiguem o dano
cromossémico como o de eletroforese em gel, conhecido como ensaio cometa.

A mutagenicidade se caracteriza pela inducdo de alteracdes transmissiveis e
permanentes da quantidade ou da estrutura do material genético (SASAKI et al. 2000;
WASSON; MCKELVEY-MARTIN; DOWNES et al., 2008). Apesar de ocorrerem mutacoes
espontaneas que surgem na auséncia do efeito de um mutageno conhecido, a maioria delas €

induzida por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos, aos quais 0s seres humanos e outros
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organismos podem ser expostos (GAMEIRO, 2005; CALVIELLO et al., 2006). O potencial
mutagénico pode ser determinado através de ensaio in vitro ou in vivo. Essencial no estudo da
mutagénese, o teste do micronucleo (MN) é um bioindicador do efeito clastogénico (quebra
de cromossomos) ou aneugénico (segregacdo cromossOmica anormal), revelando a
instabilidade genémica (LINDBERG et al 2007; IARMARCOVAI et al. 2009; THIERENS;
VRAL, 2009; MUGHAL et al. 2010; TERRADAS et al. 2010).

1.2.1 Ensaio Cometa

Este ensaio baseia-se na medida de fragmentos de DNA que migram em um campo
elétrico. Primeiramente as células sdo englobadas em gel e espalhadas em uma lamina, e
posteriormente submetidas a uma corrente elétrica que age como uma forga proporcionando a
migracdo desses fragmentos livres, resultantes de quebras, para fora do ndcleo. Essas quebras
podem ser de fita simples, dupla, crosslinks, sitios de reparo por excisdo e/ou lesdes alcali-
labeis (locais em que a cadeia polinucleotidica sofre quebra quando ha incubacdo do DNA em
pH elevado). Apds a eletroforese, as células que apresentam um ndcleo redondo sédo
identificadas como normais, sem lesdo detectavel no DNA. Em contra partida, as células
danificadas sdo identificadas, visualmente, por uma espécie de cauda, semelhante a um
cometa, formada pelos fragmentos de DNA. Estes fragmentos podem se apresentar em
diferentes tamanhos, e ainda estar associados ao nucleo por uma cadeia simples (DA SILVA
et al., 2003; GONCALVES; CONCEICAO; RESGALL-JUNIOR, 2003; SPIVAK; COX;
HANAWALT, 2009). Existe uma escala visual de dano de acordo com a intensidade ou
tamanho da cauda que vai de 0 (sem dano) a 4 (dano méximo) (Figura 4), que pode ser
determinada utilizando-se microscopia (COLLINS, 2004).

Este teste tem sido amplamente empregado desde meados da decada de 80, com uma
extensa aplicacdo em biomonitoramento de populagdes, para se testar o impacto de agentes
genotdxicos oriundos de dejetos industriais, domésticos e agricolas, poluentes ambientais e
compostos terapéuticos, como também na determinacdo da capacidade de reparo de danos ao
DNA em humanos, animais e populacGes de plantas, bem como em aplicacdes clinicas
(HARTMANN et al., 2003). Os beneficios do ensaio cometa incluem a sua simplicidade,
réapido desempenho e sua alta sensibilidade para varios tipos de danos no DNA (DA SILVA et
al., 2003; GONCALVES; CONCEIC}AO; RESGALL-JUNIOR, 2003; SPIVAK; COX;
HANAWALT, 2009).
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Figura 4- Classificacdo do dano do DNA das células analisadas por ensaio cometa. O (sem dano aparente); 1
(com pouco dano aparente); 2 (dano médio); 3 (dano médio com cauda mais longa) e 4 (dano maximo).

Fonte: Rocha, 2015.

1.2.2 Teste do Micronucleo

Inicialmente desenvolvido da médula dssea de camundongos (SCHMID, 1976) o teste
de microndcleo tem sido recomendado para estudos de monitoramento ambiental, danos
citogenéticos induzidos por radiac@es, estilo de vida, deficiéncias em nutrientes e doencas e,
principalmente, por sua capacidade de detectar agentes clastogénicos e aneugénicos
solicitando, no entanto, proliferacdo celular para a observagdo do biomarcador de efeito.
(SCHMID, 1976; STICH et al., 1998; FENECH, 2000; RIBEIRO; MARQUES, 2003;
PASTOR et al., 2003).

Consiste basicamente na exposicdo das células a agentes mutagénicos, onde
microndcleos, que sdo pequenos corpusculos nucleares, sdo perdidos pelo ndcleo principal ou
formados por cromossomos inteiros que atrasam na anafase durante a divisdo celular. Esses
corpusculos perdidos ou cromossomos atrasados sdo envolvidos por uma membrana celular
durante a teléfase, aparecendo como pequenos ndcleos além do nucleo principal (Figura 5)
(IARMARCOVAI et al., 2009; THIERENS; VRAL, 2009; CEPPI et al., 2010)
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Figura 5- Esquema da formagéo de microntcleos como consequéncia de um dano no DNA de uma célula em
divisdo. (a) Dentro do normoblasto, a cromatina comega a condensar, e, eventualmente, o nicleo pinético é
expelido, proporcionando uma célula que é conhecido como um reticuldcito (RET). Os RETs migram a partir da
medula Ossea para a circulagdo periférica, de modo que, 1 ou 2 dias mais tarde amadurece em um eritrdcito
normocromatico, o qual é caracterizado pela degradacdo do RNA reticular e perda da expressao do receptor de
transferrina (CD71). Embora o nicleo seja expelido durante a maturacdo de células vermelhas do sangue, o
microntcleo é retido. Se as células sdo genomicamente instdvel ou os camundongos foram tratados com uma
genotoxina, a frequéncia de formagdo de micronucleos aumenta. (b) Fragmento de DNA (micronucleos) em um
eritrocito da amostra de sangue fresco de um rato do tipo selvagem, feito por coloracdo May-Griinwald-Giemsa.
(c, d) eritrocitos micronucleados a partir de uma amostra de sangue preparado pelo método DAPI (4'-6-
diamidino-2-fenilindole). As barras de escala, 5 uM. As setas indicam micronucleos.
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Fonte: Adaptada de Balmus et al., 2014.

A ocorréncia dos micronucleos simboliza uma resposta associada de instabilidade de
cromossomos, fendtipos e alteragdes celulares causadas por defeitos genéticos e ou exposicao
exdgena a agentes genotoxicos, refletindo inimeras alteragdes cromossémicas importantes
para a carcinogénese.

O Teste de Micronucleos oferece vantagens sobre a analise cromossémica classica por
ser um procedimento simples, eficaz e realizado a baixo custo. Além disso, a frequéncia de
micronucleos aparece elevada em tecidos expostos bem antes que qualquer sintoma clinico
seja evidente, tornando-o valiosa ferramenta como biomarcador precoce para 0 risco do
desenvolvimento de cancer (GARAJ-VRHOVAC; ZELJEZIC, 2001).
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1.3 Liquens

O aumento mundial do numero de casos de neoplasias tem provocado um avanco na
pesquisa na busca de solucGes para o controle desta patologia. H& muitos anos os produtos
naturais apresentam ser uma importante fonte de moléculas para o tratamento e profilaxia de
diversos tipos de doencas permitindo o desenvolvimento de novos medicamentos. Os liquens
surgem como uma promissora fonte de estudo, dos quais, muitas substancias produzidas séo
exclusivas, ndo sendo encontradas em nenhum outro grupo de organismos (MATEQS, et al.
1993).

Os liquens sdo seres vivos que consistem em uma simbiose entre um fungo
(micobionte) e uma ou mais algas ou cianobactérias (fotobionte) (HAMMER, 2009) (Figura
6). O micobionte na maioria das vezes pertence ao filo Ascomycota, mas também ocorre como
Basidiomycota, enquanto que o fotobionte se apresenta tanto como Chlorophyta quanto
Cyanobacteria (NASH 111, 1996; BENATTI; MARCELLI, 2007). Os liquens possuem uma
diversidade de espécies que apresentam praticamente trés tipos de talo: os folhosos,
semelhantes a pequenas folhas, apresentando-se estratificados com varias camadas, 0s
crostosos, sendo achatados, aderindo-se firmemente ao solo, tendo aspecto de crosta e,
finalmente, os fruticosos, com aparéncia arborescente, com camadas distintas estruturalmente
estratificadas (AHMADJIAN, 1993; NASH 111, 1996).

A estrutura morfoldgica dos liquens é composta pelas hifas pertencentes ao fungo,
que, em espécies mais complexas, possuem aspectos anatdomicos e morfoldgicos altamente
especializados. O fotobionte apresenta sempre células envolvidas por hifas que se localizam
proximos a superficie inferior e acima do cortex fangico. Desta forma, o micobionte é o
componente que forma a estrutura dos liquens, sendo o responsavel por sua morfologia,
proporcionando-0s uma organizagdo interna que mimetiza as folhas de plantas superiores, nas
quais a absorcdo de luz pelo fotobionte possa ser maximizada (HALE, 1983; HONEGGER,
1991; NASH III, 1996).

Nessa associa¢do simbidtica as algas produzem carboidratos como fonte energética
para elas e para o fungo, enquanto que os fungos conferem uma protecdo fisica contra a
radiacdo excessiva, possibilitam a manutencdo de uma alta pressdo parcial de didxido de
carbono (em virtude da atividade respiratdria), fixacdo e fornecem suplementos de aguas, e
nutrientes minerais retirados do substrato (COCCHIETTO; SKERT; NIMIS, 2002;
GALASSO, 2010).
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Geralmente a reproducdo dos liquens ocorre de forma vegetativa, de modo que
independente do fotobionte, o micobionte forma 6rgdos especializados, como sorédios e
isidios. Os sorédios sdo aglomerados de células do fotobionte com hifas do micobionte, e ndo
apresentam cortex. Os isidios, por sua vez, sdo dotados de cortex distinto. As estruturas de
reproducdo sdo importantes na determinagdo das espécies de liquens (XAVIER-FILHO;
RIZZINI, 1976; SPIELMANN, 2006).

Figura 6- (a) Filamentos do micobionte (Parmotrema tinctorum) envolvendo células do fotobionte (Trebouxia)
visto ao microscépio. (b) Representacdo da associagdo mutualistica entre fungo e alga.

Fonte: Adaptado de Spielmann, 2006.

Os liquens encontram-se largamente difundidos, desde as regides polares as tropicais e
das planicies as montanhas mais altas. Crescem em ambientes de muita luminosidade,
ambientes aridos ou em temperaturas extremas, desfavoraveis para plantas vasculares. Sdo
encontrados em casca de arvores (corticicolas), folhas (folicolas), rochas alcalinas ou acidas
(saxicolas), solo (terricolas), lenha (lignicolas) e nos mais diversos substratos desde que
encontre as condi¢des necessarias para seu crescimento. Por exemplo, 18 espécies de liquens
s&o encontradas colonizando telhas de aluminio (GALLOWAY, 1993; MOLNAR; FARKAS,
2010; SHUKLA,; JOSHI; RAWAT, 2010).

1.4 A importancia dos Liguens

Os liquens apresentam imensa relevancia, tanto sob aspectos ecoldgicos e ambientais,
quanto econdmicos e farmacéuticos. Os liquens tém sido utilizados desde a Idade Média na
indastria de perfumes, onde eram utilizados como bases fixadoras. Também foram utilizados
na producdo de corantes de tecidos, na obtencdo de alcool a partir da hidrolise da liquenina
(carboidrato caracteristico dos liquens), e na industria de bebidas alcodlicas, substituindo o
lUpulo da cerveja por um composto liquénico (GMELIN, 1752; JOULAIN; TABACCHI,
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2009). Certos pigmentos produzidos por liquens também tém importancia econémica como o
tornassol, frequentemente utilizado como indicador de pH devido as suas propriedades
anfotéricas e as orquilas (orceina) empregadas em técnicas de biologia celular (SMITH, 1921;
MOXHAM, 1982; SEU-SALERNO; BLALEWAY, 1987; JOULAIN; TABACCHI, 2009).

Alguns liquens também sdo comestiveis, como por exemplo, a Lecanora esculeta,
senvindo de alimento principal para renas e caribls (DONKIN, 1981). Liquens contendo
cianobactérias sdo de grande importancia na fixacdo de nitrogénio no solo e sdo
particularmente sensiveis a compostos toxicos, sendo utilizados no mapeamento de metais
pesados e outros poluentes ao redor de pélos industriais e como instrumentos para monitorar a
contaminacdo por substancias radioativas (GARTY, 2001; PURVIS, 2000; SAIKI et al. 2007;
BELIVERMIS et al., 2010). Por serem extremamente sensiveis a poluentes atmosféricos,
inclusive os acumulando, os liquens constituem-se em excelentes bioindicadores e
biomonitores da qualidade do ar (MULLER, 2001; FUGA, 2006; LEONARDO, 2010).

Devido a sua resisténcia e lento crescimento, possuem longevidade incomparavel a
outras plantas (SIPMAN; APTROQT, 2001). Por isso, sdo usados na geocronologia, para
determinacdo da idade de monumentos arqueoldgicos ou histdricos quando recursos de C*
ndo estdo disponiveis (calcula-se que alguns tenham 4.500 anos) (ARMSTRONG; SMITH,
2009; EISENREICH; KNISPEL; BECK, 2011). Os liquens também contribuem para o
desgaste das rochas e a formacdo do solo degradando-os por meio dos &cidos liquénicos,
tornando possivel a sucessao posterior de plantas (MULLER, 2001).

Compostos liquénicos como atranorina, os acidos fumarprotocetrarico, giroforico,
lecandrico, fisodico, protocetrarico, stictico e Usnico também demonstraram efeitos
antimicrobianos contra espécies de bactérias e fungos, sendo que o acido usnico foi o
composto com o maior potencial antimicrobiano (RANKOVIC"; MISIE; SUKDOLAK,
2008).

A atividade antifungica do &acido protocetrarico, metabolito secundario da espécie
Usnea albopunctata, também foi avaliado contra Trichophyton rubrum mostrando-se
significativamente melhor que o padrdo (NISHANTH et al., 2015). Outras pesquisas também
revelaram as propriedades antivirais dos liquens (LAl et al., 2013). Alves et al (2014)
avaliaram a atividade expectorante e antioxidante do &cido fumarprotocetrarico produzido
pelo liquen Cladonia verticillaris em camundongos Swiss albinos e concluiram que esse
metabolito possui atividade significativa.

Shrestha et al. (2015) comprovaram potente atividade citotoxica em 14 de 17 espécies

de liquens testadas contra linfoma de Burkitt (Raji). A atividade citotoxica também foi
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determinada por Micheletti et al. (2011), em uma série de compostos derivados de 15- -
aminoalcoxilxantona sintetizada a partir de uma xantona isolada de espécies de liquens. As
linhagens testadas foram B16 F10 (melanoma murino), MCF-7 (carcinoma de mama), 786-0
(carcinoma de rim), OVCAR 03 (carcinoma de ovario), NCIADR (ovario resistente a
adriamicina) e HT-29 (carcinoma de cdlon). As substancias sintetizadas foram, em geral,
ativas em vérias linhagens neoplésicas e pelo menos 50% dos compostos testados foram
ativos em todas as linhagens. Metabdlitos extraidos de duas variedades do liquen Collema
flaccidum também apresentaram atividade antitumoral significativa (REZANKA,;
DEMBITSKY, 2006)

Recentemente, a atividade genotoxica de liquens também tem sido bastante estudada,
Ceker et al. (2013) avaliaram o efeito genotdxico e antigenotdxico, assim como o efeito
antioxidante, de Usnea articulata e U. filipendula e concluiram que os extratos dessas duas
espécies de liquens ndo possuem qualquer mutagenicidade, mas apresentam fortes efeitos
antimutagénicos e antioxidantes que por sua vez estdo associados entre si, de modo que a
atividade antioxidadente destas duas espécies favorecem a inibicdo de O°®-metilguanina no
sistema de teste MNNG (N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina). Estudos semelhantes com
outra especie de liquen, a Cetraria islandica, também demonstraram uma associacdo entre a
alta atividade antioxidante com o seu efeito antigenotdxico (KOTAN et al., 2011).

Outras duas espécies de liquens, a Peltigera horizontalis e a P. praetextata, foram
estudadas quanto suas propriedades genotdxicas, antigenotoxicas e antioxidantes,
demonstrando que a atividade antioxidante dessas espécies esta estritamente relacionada com
a sua potencial atividade genotdxica (NARDEMIR et al, 2013). No entanto, espécies como
Umbilicaria vellea e Xantho somloensis ndo foram genotdxicos, apresentando fortes
atividades antigenotdxicas e antioxidantes (ASLAN et al., 2012).

Liquens como Parmelia sulcata e Hypogymnia physodes (L.) Nyl. inibiram o
crescimento de células humanas de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) em
concentragBes relativamente baixas, enquanto que para obter atividade genotoxica em

linfécitos humanos, sdo necessarias concentragcdes mais elevadas (AR, et al. 2014, 2015).
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Turkez, Aydin e Aslan (2014) compararam o efeito genotdxico do extrato aquoso de
Bryoria capillaris (Ach.) sozinho e em combinacdo com o fungicida imazalil (IMA) em
linfécitos humanos cultivados utilizando aberracBes cromossomicas e teste de micronucleos
como parametros citogenéticos. Observou-se que o extrato deste liquen ndo possui potencial

genotdxico em si, mas pode reduzir a genotoxicidade do IMA em linfécitos humanos in vitro.

1.5 Substancias liquénicas

Os ligquens produzem substancias que podem ser classificadas em metabdlitos
priméarios (produtos intracelulares) e metabdlitos secundarios (produtos extracelulares).
(HALE, 1983; COCCHIETTO; SKERT; NIMIS, 2002). Os metabdlitos primarios
compreendem carboidratos, vitaminas, aminoacidos e proteinas. Geralmente sdo solUveis em
agua e podem ser extraidos com agua quente. Esses compostos ndo ocorrem apenas em
liquens, mas em fungos e algas de vida livre e em plantas superiores (HALE, 1983; NASH IlI,
1996). Enquanto que os metabolitos secundarios sdo divididos em quatro grupos
bioenergeticamente relacionados: depsideos, depsidonas, dibenzofuranos e acidos Usnicos
(CULBERSON, 1972; HALE, 1983; NASH Ill, 1996).

Mais de 630 metabolitos secundarios de liquens sdo conhecidos. A maior parte é
sintetizada unicamente pelos liquens e uma pequena minoria, € produzida por fungos de vida
livre e plantas superiores (ELIX, 1996).

Existem trés rotas biossintéticas de producdo das substancias liquénicas: a do acetato
polimalonato, em que sdo formados os acidos graxos, depsideos, depsidonas, quinonas e
dibenzofuranos; a do acido chiquimico, que produz os pigmentos amarelos; e a do acido
mevaldnico, que forma os terpendides e esterdides. S8o também relatadas as vias dos
aminoacidos e dos carboidratos. No entanto, a origem biossintética da maioria dos
metabdlitos secundarios decorre das vias do &cido chiquimico e do acetato polimalonato, que
perfazem cerca de 10% do peso do talo seco (HALE, 1983; XAVIER-FILHO, 1989; NASH
I11, 1996). Estes produtos extracelulares sdo os responsaveis pela maior parte dos beneficios
ecoldgicos e econdmicos advindos dos liquens, conferindo também sua capacidade de
adaptacdo (NASH I11, 1996; MULLER, 2001).
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1.6 Acido Usnico

O acido usnico [2,6-diacetil-7-9-di-hidroxi-8, 9b-dimetil-1, 3 (2H, 9BH)-dibenzo-
furanodiona] (C18H1607) (Figura 7), é derivado do dibenzofurano e foi isolado pela primeira
vez em 1844 e desde entdo se tornou um dos mais bem estudados metabdlitos liquénicos
(INGOLFSDOTTIR, 2002). Pode ser encontrado na natureza em duas formas enantioméricas,
(+) e (-), os quais dependem da estereoquimica do grupo metil angular localizado no carbono
quiral 9b. Seu aspecto se apresenta em cristais amarelados e seu ponto de fusdo é em torno de
204°C. O é&cido usnico é parcialmente solivel em etanol e facilmente soluvel em acetona,
acetonitrila, diclorometano, acetato de etila e misturas de solvente organico como
dimetilsulfoxido (DMSO)/metanol. E uma substincia especialmente abundante nos géneros
Usnea, Cladonia, Cetraria, Ramalina e Parmelia (INDEX MERCK, 1995;
VENKATARAMANA,; KRISHNA, 1992; MULLER, 2001; COCCHIETTO; SKERT;
NIMIS, 2002; INGOLFSDOTTIR, 2002; JIN et al., 2013).

Figura 7- Estrutura quimica do &cido Usnico.

CH3

Fonte: Ing6lfsddttir, 2002.

Nos liquens, o acido usnico é provavelmente responsavel por sua defesa, de modo que
a presenca de poluentes parece estimular sua biossintese, sendo utilizado como indicador para
biomonitoramento ambiental. Sua concentracdo no talo liquénico parece estar relacionada
com a quantidade integral dos agentes toxicos aromaticos (CARDARELLI et al., 1997;
MULLER, 2001). Esse metabdlito também é responsavel por controlar a tolerancia de acidez
dos liquens. A presenca deste metabdlito faz com que o liquen tenda a preferir solos com pH

em torno de 4,0 e 4,5, formando também uma camada hidrofébica na superficie do talo que
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diminui a toleradncia a dioxido de enxofre (SO2), um poluente atmosférico, sendo um
bioindicador de poluicdo muito eficiente (HAUCK; JURGENS, 2008; FAVERO-LONGO et
al., 2009).

Estudos acerca da estrutura deste metabdlito secundario demonstraram que 0s dois
anéis laterais ddo origem a bandas de absorcdo de raios ultravioleta, sendo esta uma
propriedade responsavel pela protecdo eficaz contra a radiacdo solar (GALASSO, 2010). O
acido usnico é biossintetizado através da via do acetato polimalonato. Inicialmente sdo
sintetizadas unidades fendlicas a partir da acetil-CoA e malonil-CoA, através de sintetases
aromaticas, que ndo possuem subunidades desidrogenadas. Em seguida ocorre o acoplamento
estereoespecifico de duas unidades metilfloroacetofenona, originando, portanto o acido Usnico
hidratado; por fim ocorre a desidratacdo da molécula levando a formacdo da ligacdo éter
(Figura 8) (TAGUCHI; SANKAWA,; SHIBATA, 1969; INGOLFSDOTTIR, 2002).

Figura 8- Via de biossintese do &cido Usnico.
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Fonte: Ingélfsdottir, 2002.
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1.7 Atividades Bioldgicas

Estudos realizados com o acido Usnico demonstraram diversas atividades bioldgicas,
tais como antibidtica (GUPTA et al., 2012), antiprotozoaria (DE CARVALHO et al., 2005),
antitumoral (SANTOS et al., 2006), antiproliferativa (BRISDELLI et al., 2013), antiviral
(SHTRO et al., 2014) e anti-inflamatéria (ZU-QING et al., 2014).

O é&cido usnico extraido de Usnea dasypoga foi testado contra isolados clinicos e
cepas padrdo de Helicobacter pylori, demonstrando alta eficacia no tratamento in vitro
(SAFAK et al., 2009). Ramos e Almeida da Silva (2010) mostraram a atividade do acido
Gsnico contra cepas resistentes e suscetiveis de Mycobacterium tuberculosis e outras
micobacterias ndo tuberculosas.

Linhagens de Staphylococcus aureus resistentes a vancomicina e meticilina foram
submetidas a tratamento com o acido Ushico e o0 usnato de sddio, através do teste de difuséo
de discos e determinacdo da concentracdo inibitdria minima (CIM). As substancias que foram
ativas contra as cepas testadas apresentaram a CIM entre 4 e 16 pug/mL, sendo a atividade
superior a exibida pela ampicilina (125 pg/mL) (ELO; MATIKAINEN; PELTTARI, 2007).

Segatore et al. (2012) confirmaram a atividade antimicrobiana do &cido Usnico e
sugeriram que esta substancia pode ser um bom candidato como modelo para o
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos ou combinacdes de medicamentos para
quimioterapia. Macigg-Dorszynska, Wegrzyn, Guzow-Krzeminska, (2014) demonstraram que o
acido Usnico causou uma rapida e forte inibi¢do na sintese de DNA e RNA de bactérias Gram-
positivas, como Bacillus subtillis e S. aureus.

Nanocéapsulas contendo acido usnico cristalino tiveram alta eficiéncia no sistema de
liberacdo controlada dependente de temperatura e apresentaram atividade antibiofilme frente a
Staphylococcus epidermis (MARTINELLI et al., 2014). Sokolov et al. (2012) mostraram que
0 acido Usnico é um potente agente inibidor da reproducdo do virus da gripe HiNjy,
apresentando também, indiretamente, atividade anti-inflamatoria, de modo que o &cido Ushico
diminuiu o nivel de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) em macrofagos estimulados com
lipopolissacarideo (LPS) de maneira dose-dependente (JIN; LI; HE, 2008). O &cido Usnico
também apresentou efeitos inibitérios in vitro contra a patogenicidade do protozoario
Trypanosoma cruzi (DE CARVALHO et al., 2005).

Cetin et al. (2008) avaliaram o efeito inseticida dos dois isdmeros do acido Usnico
contra as larvas de Culex pipiens L. (Diptera: Culicidae) em condi¢des de laboratorio. Ambos

0s compostos mostraram forte atividade larvicida e causaram 100% de mortalidade dos
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terceiro e quarto estagios larvais em 24 h, nas doses de 5 e 10 ppm, sugerindo que o &cido
snico pode ser util como inseticidas.

Backorova et al. (2011) avaliaram in vitro o acido usnico e mais trés metabdlitos
secundarios de liquens (parietina, acido atranorinico e acido giroférico) quanto a sensibilidade
de nove linhagens de células de céncer humano: A2780 (carcinoma de ovario), HelLa
(adenocarcinoma cervical), MCF-7 (adenocarcinoma de mama), SK-BR-3 (adenocarcinoma
de mama), HT-29 (adenocarcimona de cdlon), HCT-116 p53(+/+) (carcinoma de colon
humano de tipo selvagem), HCT-116 p53(-/-) (carcinoma de c6lon humano p53-nulo), HL-60
(leucemia promielocitica) e Jurkat (leucemia de células T). Os resultados de viabilidade
celular utilizando o ensaio MTT (Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difeniltetrazélico)
demonstraram que o acido usnico e a atranorina reduziram significativamente a viabilidade
celular quando comparados com parietina e acido giroforico.

O 4cido usnico isolado de Cladonia arbuscula e Alectoria ochroleuca apresentou um
efeito inibitdrio sobre o crescimento e a proliferacdo de duas linhagens de células humanas, T-
47D (cancer de mama) e Capan-2 (cancer pancreéatico), levando a perda do potencial de
membrana mitocondrial (EINARSDOTTIR et al., 2010).

SANTOS et al. (2005) investigaram a acéo antiproliferativa do acido usnico, o qual
apresentou uma atividade citotoxica consideravel com Clso de 10 e 13,8 pg/mL para o
composto em suspensdo e encapsulado, respectivamente, frente a células de carcinoma de
pulm&o humano (NCI-H 292).

Em concentracfes de 20 pg/mL, o &cido usnico exibiu propriedades redox-ativas
variaveis, atuando como agente antioxidante e pré-oxidante, de acordo com diferentes
condicBes do sistema e do ambiente celular. Também apresentou potente efeito neurotdxico.
Estas propriedades pro-oxidantes em sistemas bioldgicos podem ter sido responsaveis pelos
potenciais efeitos neurotoxicolégicos do acido Usnico (RABELO et al., 2012).

A atividade antitumoral do acido Usnico foi testada em camundongos frente ao tumor
experimental sarcoma-180, obtendo-se uma inibi¢cdo do tumor de 43% (RIBEIRO-COSTA et
al., 2004; SANTOS et al., 2006). Outros estudos também demonstraram uma reducdo da
proliferacdo celular do carcinoma epidermoide de laringe (HEp-2), quando aplicado o
composto em suspenséo e encapsulado (RIBEIRO-COSTA et al., 2004).

Estudos indicam que altas doses de &cido Usnico, isolado da Usnea longissima,
reduzem significativamente lesdes da ulcera gastrica de ratos, quando comparado a droga

padrdo, indometacina. O efeito gastroprotetor do acido Usnico foi atribuido a sua capacidade
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de reduzir os efeitos dos danos oxidativos e o efeito inibitorio na infiltracdo dos neutréfilos
nos tecidos do estdmago dos ratos (ODABASOGLU et al., 2006).

Zu-Qing et al. (2014) estudaram o efeito protetor do acido Usnico na lesdao pulmonar
aguda e verificaram que o pré-tratamento com &cido Usnico melhorou significativamente o
edema pulmonar. O 4cido Uusnico apresentou forte atividade anti-inflamatoria sobre
macrofagos murinos da linhagem RAW 264.7, devido a regulacdo negativa de citocinas pro-
inflamatorias e mediadores da via supressora de NF-kB (fator de transcri¢cdo nuclear)
(HUANG et al. 2011).

Leandro et al. (2013) avaliaram a genotoxicidade e o potencial antigenotéxico do
acido usnico pelo teste micronucleo e pelo ensaio cometa em culturas de células V79
(fibroblastos de pulmédo de hamster chinés) e em camundongos Swiss. Os animais foram
tratados com doses de 25, 50, 100, e 200 mg/kg de peso corporal. As mesmas concentracdes
de &cido Usnico foram combinadas com metanossulfonato de metilo (MMS) para a avaliacdo
de antigenotoxicidade. Os resultados in vitro demonstraram que o &cido usnico induziu dano
no DNA em concentracdes de 60 e 120 pg/mL no ensaio cometa. No entanto, nenhum efeito
genotoxico foi observado no ensaio de micronucleo usando células V79 nas concentracdes
testadas. Ja nos ensaios de antigenotoxicidade, a administracdo combinada do &cido Usnico
com o MMS reduziu significativamente as frequéncias de micronucleos e os danos do DNA
in vitro e in vivo, quando comparada com o tratamento com MMS sozinho.

Efeitos genotdxicos e oxidativos do acido Usnico foram testados em cultura de células
sanguineas humanas pelos testes de alteracbes cromossomicas e de micronucleo e capacidade
antioxidante total (TAC) e estado oxidativo total (TOS). Observou-se que 0 &cido Usnico ndo
apresentou efeitos mutagénicos sobre os linfécitos humanos e ndo alterou os niveis de TAC e
TOS (POLAT etal., 2013).

1.8 Sintese de novos analogos estruturais de produtos naturais biologicamente ativos

com atividade genotdxica e mutagénica

Produtos encontrados na natureza, a exemplo das substancias liquénicas, sdo
importantes fontes de compostos biologicamente ativos e muitos deles constituem modelos
para a sintese de varios farmacos (WALL; WANI, 1996). Uma das formas mais utilizadas
para a obtencdo de novos compostos bioativos com grande potencial em diversas atividades
bioldgicas diferentes € o isosterismo, processo onde se modificam as propriedades fisicas e

quimicas de um composto protétipo através da introducdo ou substituicdo de novos grupos
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funcionais, seguidas da avaliacdo do efeito que estas tiveram sobre a atividade bioldgica
(KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1982).

A estrutura desses compostos pode ser modificada por sintese com o objetivo de
aumentar a atividade desejada e minimizar ou eliminar as propriedades indesejaveis. Dentre
as caracteristicas indesejaveis podemos citar a alta toxicidade e insolubilidade.
(SILVERMAN, 1992). Essas estruturas semelhantes podem apresentar a mesma atividade
bioldgica, mas podem apresentar diferentes poténcias e/ou efeitos colaterais e em alguns casos
até mesmo atividades diferentes (GARETH, 2003).

Estudos de modificacdo molecular junto com avaliacdo de sua atividade bioldgica
foram realizados com uma série de flavondides e investigadas suas atividades
antiproliferativas em linhagem de cancer de mama (MCF7). A presenca do grupo carbonil C-
4 em alguns compostos foi essencial para atividade antineoplasica (POUGET et al., 2001).

A escolha das alteracGes necessarias para produzir analogos de um determinado
protdtipo é realizada considerando-se as atividades dos compostos com estruturas semelhantes
e também a possivel quimica e bioquimica do andlogo desejado. Varias sdo as modificagcoes
estruturais capazes de alterar a atividade, bem como melhorar ou diminuir os efeitos de
toxicidade, como, alteracdo do nimero de grupamentos metileno em uma cadeia e alteracédo
do grau de insaturagéo, introduzindo ou removendo um sistema de anel (GARETH, 2003).

Pardmetros como lipofilicidade, estrutura quimica dos compostos, pKa, polaridade,
entre outros, devem ser determinados para verificar correlacbes existentes entre 0s
grupamentos substituintes e 0 aumento ou diminuicdo da atividade citotoxica. No caso dos
compostos fendlicos estudos indicam que o mecanismo de toxicidade esté relacionado com a
lipofilicidade, expressa em log P (HANSCH et al., 2000).

Tentativas de correlacionar estrutura quimica e atividade biologica tém sido realizadas
desde 1948. Shibata e Miura (1948) estudaram os efeitos de substituicdes nos anéis do acido
Usnico na acdo antibidtica destes. Takai, Uehara e Beisler (1979) também pesquisaram as
relacdes estrutura-atividade, indicando que a lipofilicidade era fator importante para os efeitos
citotoxicos do acido usnico (GOMES et al., 2002). Verificaram ainda, atraves de reacfes do
acido lecanorico, que a homologacédo da cadeia carbonica para orselinatos e acido orselinico
conduziu a compostos mais ativos em relacdo a atividade antibacteriana (GOMES et al.,
2003).

Bazin et al. (2008) avaliaram nove conjugados do acido usnico frente a linhagens
celulares de cancer e observaram que os derivados apresentaram uma atividade citotoxica

significativa. Propriedades de cicatrizacdo de derivados do &cido usnico foram avaliadas
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utilizando ensaios in vitro e in vivo, e foi demonstrada uma baixa citotoxicidade combinada
com alto desempenho na cura de feridas, sugerindo seu possivel uso na cicatrizacdo de feridas
ou como anti-idade para a pele (BRUNO et al., 2013).

Neste sentido, 0 acido Usnico se apresenta como uma interessante estrutura protétipo
para a sintese de novos analogos potencialmente ativos, apresentando grandes chances de se
encontrar diferentes padrdes de atividade ou toxicidez dos produtos obtidos. Em adicéo,
existem poucos estudos que relatem possivel acdo genotoxica de compostos liquénicos,

especialmente aqueles relacionados ao acido usnico.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Verificar a atividade citotoxica e genotoxica de extratos organicos de Cladonia

substellata, acido usnico isolado dessa espécie e derivados pirazélicos deste composto.

3.2. Especificos

- Obter os extratos etéreo, cloroférmico e acetdnico do talo in natura de C. substellata.

- lIsolar, purificar e identificar o &cido Usnico obtido de C. substellata;

- Sintetizar derivados pirazolicos do acido Usnico isolado de C. substellata;

- Caracterizar quimicamente o extrato etéreo, o acido usnico isolado de C. substellata e
0s compostos derivados sintéticos através de Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), Infravermelho (IV), Ressonancia Magnética Nuclear Protonica (RMN-H?) e
Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN-C®).

- Verificar a citotoxicidade dos extratos organicos, do acido Usnico e dos compostos
derivados nas linhagens de células tumorais: NCI1-H292 (carcinoma mucoepidermoide
de pulmdo humano), HEp-2 (carcinoma de laringe humana) e HL-60 (leucemia
promielocitica aguda).

- Avaliar a frequéncia de micronicleos em eritrécitos de sangue periférico de
camundongos tratados com &cido Usnico e 0os compostos derivados sintéticos.

- Analisar a frequéncia de danos ao DNA, pelo ensaio cometa, em células sanguineas de
camundongos tratados com &cido Usnico de C. substellata e os compostos derivados

sintéticos.
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4. Artigo

AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE E ACAO GENOTOXICA DE EXTRATOS
ORGANICOS E ACIDO USNICO DE Cladonia substellata (Liquen) E DERIVADOS
PIRAZOLICOS SINTETICOS

Binorgamic & Madicmal
Chemistry

Artigo a ser submetido no peridédico Bioorganic & Medicinal Chemistry (FI: 3. 147,
QUALIS CB II: B1).
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Resumo

O acido usnico é um dos metabdlitos secundarios de liquens mais estudados devido
suas diversas atividades bioldgicas tais como: antitumoral, antibacteriana, antipirética,
antiinflamatdéria. Mesmo apresentando varias atividades bioldgicas, a utilizacdo do &cido
asnico na terapéutica € muito limitada devido a algumas propriedades fisico-quimicas
desfavoraveis, como a baixa hidrofilicidade e ainda devido a sua hepatotoxicidade, o que
desperta o interesse na modificacdo de sua molécula estrutural visando solucionar essas
dificuldades. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo descrever a modificacéo
estrutural do acido Usnico isolado e purificado do extrato etéreo de C. substellata, bem como
verificar a ag¢do citotoxica in vitro dos extratos orgénicos, acido Usnico purificado e seus
derivados pirazdlicos frente a diferentes linhagens de células tumorais e a genotoxicidade in
vivo dos compostos derivados do acido Usnico. Os extratos organicos foram obtidos a partir da
extracdo em diferentes solventes por esgotamento a quente do talo in natura de C. substellata.
O acido usnico foi obtido e purificado a partir do extrato etéreo, seguido por sucessivas
cristalizacbes até obtencdo de alto grau de pureza da substancia. Os derivados pirazolicos
foram sintetizados através da reagdo do acido Usnico purificado com fenil-hidrazinas
substituidas e quantidades equivalentes de bicarbonato de sodio (NaHCOgz). Analises
cromatograficas em camada delgada (CCD) e liquida de alta eficiéncia (CLAE),
infravermelho (IV) e ressonancia magnética nuclear de prétons (RMN-HY) e ressonancia
magnética de Carbono 13 (RMN-C3) foram realizadas para analise dos extratos organicos, do
acido usnico purificado e derivados pirazdlicos sintéticos. O ensaio de citotoxicidade foi
realizado pelo método do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélico),
utilizando-se linhagens de células tumorais NCI-H292, HEp-2, HL-60 e MCF-7. Os testes de
genotoxicidade in vivo, foram feitos pelo ensaio cometa e teste do micronlcleo. Os extratos
organicos e o acido Usnico purificado apresentaram porcentagem de inibicdo celular muito
significativa (>70%), de modo que o extrato etéreo (100%) e o composto 3e (90,3%)
apresentaram os melhores resultados para a linhagem celular MCF-7. O acido Usnico
purificado apresentou Clsg de 4, 97 pg/mL e 2,19 pg/mL as células NCI-H292 e HEp-2
respectivamente, enquanto que o extrato cloroférmico foi o que apresentou maior atividade
frente & linhagem celular HL-60 com Clso de 3,34 pg/mL. A andlise estatistica do ensaio
cometa e teste do microndcleo demonstrou que o &cido Usnico purificado e todos os
compostos derivados (3a-3f) ndo apresentaram valores significativos (p > 0,05) quando
comparados com o controle negativo. Desta forma, os compostos testados ndo foram
genotdxicos e mutagénicos. Assim, os dados apresentados sdo animadores e ampliam 0s
horizontes para realizacdo de novos ensaios com o intuito de se aprofundar o conhecimento
acerca destas novas moléculas.

Palavras-chave: atividade genotoxica; ensaio cometa; hepatotoxicidade; hidrofolicidade.



51
Rocha, T.A. 2015 Auvaliacdo da Citotoxicidade e A¢do Genotoxica de Extratos Orgéanicos de Cladonia...,

Abstract

The usnic acid is one of the most studied secondary metabolites of lichens due to their various
biological activities such as antitumor, antibacterial, anti-pyretic, anti-inflammatory. Even
with multiple biological activities, the use of usnic acid in therapy is very limited due to some
unfavorable physicochemical properties, such as low hydrophilicity and also because of its
hepatotoxicity, which arouses the interest in modifying their structural molecule order to solve
these difficulties. Thus, this paper carried out the structural modification of the isolated and
purified usnic acid organic extracts of C. substellata and verified the cytotoxic activity in vitro
organic extracts, usnic acid and its derivatives across the different tumor cell lines and
genotoxicity in vivo of the compounds derived from Usnico acid. The organic extracts were
obtained from the extraction in different solvents by exhausting hot. The usnic acid was
obtained by purification from ether extract, followed by repeated crystallisations to achieve
high purity. The pyrazole derivatives were synthesized by the reaction of usnic acid with
substituted phenylhydrazines and equivalent amounts of sodium bicarbonate (NaHCO3). Thin
layer chromatographic analysis (TLC) and high pressure liquid (HPLC), infrared (IR) and
nuclear magnetic resonance of protons (H-NMR), and Carbon 13 magnetic resonance (C*3-
NMR) were measured for the analysis of extracts, the usnic acid and synthetic products. The
cytotoxicity assay was performed by the MTT method using tumor cell lines NCI-H292,
HEp-2, HL-60 and MCF-7. The in vivo genotoxicity tests were made by the comet assay and
micronucleus test. The organic extracts usnic acid showed very significant percentage of
cellular inhibition (> 70%), so that the ethereal extract (100%) and Compound 3e (90.3%)
showed the best results for cell line MCF- 7. The usnic acid showed ICso 4, 97 mg/mL and
2.19 mg/mL to NCI-H292 cells and Hep-2 respectively, while the chloroform extract showed
the most activity against the HL-60 cell line with 1Cso 3.34 mg/mL. Statistical analysis of the
comet assay and micronucleus test showed that the usnic acid and its derivative compounds
(3a-3f) showed no significant differences (p > 0.05) when compared to the negative control.
Thus, the compounds tested were not genotoxic and mutagenic. Thus, the data presented are
encouraging and broaden the horizons for new tests in order to increase knowledge about
these new molecules.

Keywords: genotoxic activity; comet assay; hepatotoxicity; hidrofolicidade.
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1 Introducéo

Dentre os diversos compostos isolados de liquens com atividade comprovada, o acido
usnico tem sido um dos principais alvos de pesquisas. Essa substancia pode ser encontrado
principalmente nos géneros Usnea, Cladonia, Cetraria, Ramalina e Parmelia [1-3] e
apresenta diversas atividades biologicas, como antitumoral [4], antibacteriana [5],
antiprotozoaria [6], anti-inflamatéria [7], antiviral [8] e antiproliferativa [9]. O acido Usnico
isolado de Cladonia arbuscula e Alectoria ochroleuca apresentou um efeito inibitério sobre o
crescimento e a proliferacdo de duas linhagens de células humanas, T-47D (cancer de mama)
e Capan-2 (cancer pancreético), e levou a perda do potencial de membrana mitocondrial [10].

Em ensaios in vivo, o acido usnico foi testado em camundongos frente ao tumor
experimental sarcoma-180, obtendo-se uma inibi¢do do tumor de 43% [5, 11]. Outros estudos
demonstraram uma reducdo da proliferacdo celular in vitro do carcinoma epidermdide de
laringe (HEp-2), quando o composto foi aplicado em suspenséo e encapsulado [11].

Zu-Qing et al. [7] estudaram o efeito protetor do &cido Usnico na lesdo pulmonar aguda
e verificaram que o pré-tratamento com &cido usnico melhorou significativamente o edema
pulmonar. O &cido Usnico apresentou forte atividade anti-inflamatoria sobre macrdofagos
murinos da linhagem RAW 264.7, devido a regulacdo negativa de citocinas pro-inflamatorias
e mediadores da via supressora de NF-kB (factor de transcricdo nuclear) [12].

Leandro et al. [13] também avaliaram a genotoxicidade e o potencial antigenotoxico
do acido Usnico pelos teste micronlcleo e ensaio cometa em culturas de células V79
(fibroblastos de pulmédo de hamster chinés) e em camundongos Swiss. Os animais foram
tratados nas doses de 25, 50, 100, e 200 mg/kg de peso corporal. As mesmas concentracdes de
acido usnico foram combinadas com metanossulfonato de metilo (MMS) para a avaliagédo de
antigenotoxicidade. Os resultados in vitro demonstraram que o acido Usnico induziu dano no
DNA em concentracdes de 60 e 120 pg/mL no ensaio de cometa. No entanto, nenhum efeito
genotoxico foi observado no ensaio de micronucleo usando células V79 nas concentracdes
testadas. J& nos ensaios de antigenotoxicidade, a administracdo combinada do &cido Usnico
com o MMS reduziu significativamente as frequéncias de microntcleos e os danos do DNA
in vitro e in vivo, quando comparada com o tratamento com MMS sozinho.

Mesmo apresentando varias atividades bioldgicas, a utilizagdo do &cido Usnhico na
terapéutica € muito limitada devido a algumas propriedades fisico-quimicas desfavoraveis,
como a baixa hidrofilicidade e ainda devido a sua hepatotoxicidade [16]. Deste modo, a

utilizacdo do &cido Usnico torna-se bastante restrita sendo necessarias alternativas para
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contornar suas limitacOes fisico-quimicas, diminuir seus efeitos toxicos e manter suas
atividades biologicas [14-18]. Uma das formas ja citadas na literatura é o bioisosterismo,
processo mais utilizado para a obtencdo de novos compostos bioativos, onde se modificam as
propriedades fisicas e quimicas de um composto prototipo através da introducdo ou
substituicdo de novos grupos funcionais [19]. Neste sentido o &cido Usnico é certamente uma
estrutura protétipo com grande potencial, sendo elevadas as chances de se encontrar diferentes
padrdes de atividade ou toxidez dos produtos obtidos. Em adicao, existem poucos estudos que
relatem possivel acdo genotoxica de compostos liquénicos, especialmente aqueles
relacionados ao &cido Usnico.

Desta forma, o presente trabalho descreve a modificagdo estrutural do &cido Usnico
isolado e purificado do extratos etéreo de Cladonia substellata, visando a melhoria de seu
potencial biolégico e o aumento de sua solubilidade em solventes organicos, bem como
verificar a acdo citotoxica in vitro dos extratos organicos, acido usnico e seus derivados frente
a diferentes linhagens de células tumorais e a genotoxicidade in vivo dos compostos derivados

do acido usnico.

2 Materiais e Métodos

2.1 Coleta do material liquénico

O material liquénico foi coletado no municipio de Mamanguape — PB a uma longitude
-35° 07’ 34” e latitude -06° 50’ 19” e armazenado em caixas de papeldo no Laboratério de
Quimica de Produtos Naturais, Departamento de Bioquimica do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco. O liquen foi identificado pelas
caracteristicas morfoldgicas e quimicas do talo, pela taxonomista MSc. Lourdes Buril. Uma
exsicata foi depositada no Herbario UFPE - Geraldo Mariz, do Departamento de Botéanica, da
Universidade Federal de Pernambuco sob o nimero de tombamento UFP 77.682.

2.2 Obtencdo dos extratos organicos a partir do talo in natura

Para obter os extratos organicos, o material liquénico (75 g) foi pesado, limpo e seco.
Em seguida, foram adicionados 300 mL de éter dietilico em aparelho de Soxhlet a 40°C por
72 h em banho maria. Posteriormente, o extrato foi filtrado e concentrado até a secura em

rotaevaporador acoplado a banho-maria a 40 °C. O residuo foi mantido em dessecador até
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peso constante para posterior célculo de seu rendimento. O mesmo processo foi repetido para

obtencdo dos extratos cloroférmico e acetdnico.

2.3 Isolamento, purificacdo e analise quimica do &cido Usnico

Para purificacdo da substancia (&cido Usnico), o extrato etéreo de C. substellata foi
fracionado em coluna de silica Gel (porosidade 70-230) e eluida com o sistema de solvente

cloroférmio: n-hexano (80:20 v/v) conforme a metodologia de Odabasoglu et al. [20].

2.4 Sintese dos derivados pirazélicos do acido usnico purificado

Os compostos pirazolicos derivados do acido Usnico purificado (200 mg) foram
obtidos através de reacdo com quantidades equivalentes de fenilidrazinas devidamente
substituidas em meio etandlico com quantidades equivalentes de bicarbonato de sddio
(NaHCO3), a temperatura de refluxo, e sob agitagdo [21] (Figura 1). A reacdo foi
acompanhada por Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Ao final da reacdo, o solvente
foi filtrado em funil de fundo poroso G4 e evaporado até a secura. Os compostos obtidos da
reacdo foram mantidos em dessecador até peso constante. As substancias resultantes da
sintese tiveram suas estruturas confirmadas através de métodos usuais de Ressonancia
Magnética Nuclear de Protons (RMN-H?Y), Carbono 13 (RMN-C®) e Infravermelho (1V)
(Tabela 1).

Figura 1. Esquema reacional da sintese dos derivados pirazololicos. A: Acido usnico purificado; B:

Fenilhidrazina; C: Derivado pirazélico do &cido Usnico purificado.

I1, 111, Rt = H, Br, Cl, NH,, CHs, CH;0

Fonte:; Rocha, 2015.
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2.5 Andlise quimica dos compostos

Os extratos organicos (etéreo, cloroférmico e acetdnico), o acido Usnico purificado e
os derivados pirazdlicos sintéticos foram submetidos a andlises por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Também foram
feitas analises de RMN-H!, RMN-C*® e IV do &cido Usnico purificado e seus derivados.

2.5.1 Cromatografia em camada delgada (CDD)

Os extratos organicos, o acido Usnico purificado, o padrdo de acido usnico Merck e 0s
derivados pirazdlicos sintéticos foram submetidos a CCD ascendente, unidimensional [22].
Amostras foram dissolvidas em 1 pL de metanol e aplicadas sobre as placas de silica Gel
Fass+366 Merck, e desenvolvidas no sistema de solventes (tolueno/dioxano/acido acético,
180:45:5 viviv). Apbs a evaporagdo dos solventes, as placas foram observadas sob luz UV
curta e longa (254nm e 366nm). Posteriormente, foram borrifadas com acido sulfdrico a 10%,
e aquecidas a 60 °C por 10 min para reacdo de coloracdo e posterior revelacdo. Os resultados
foram avaliados mediante valores do fator de retencdo (Rf) das amostras testadas e coloracédo

das bandas, comparados ao acido Usnico padrao Merck.

2.5.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os ensaios em CLAE seguiram a metodologia de Vicente e Legaz [23], em
cromatografo liquido Thermo acoplado a detector de UV com arranjo de Diador (DAD) a 254
nm, coluna C18 de fase reserva, usando metanol/agua, acido acético (80:19,5:05, v/v/v) como
fase movel, em sistema isocratico a temperatura de 20°C. Os extratos organicos, o acido
tsnico purificado e os derivados pirazélicos sintéticos foram dissolvidos em 1 mg/mL* de
cloroférmio espectroscopico e injetados 20 uL na coluna. Os resultados foram avaliados

mediante tempo de retengdo (TR) das substancias na coluna e area dos picos cromatograficos.

2.5.3 Analise por Ressonancia Magnética Nuclear de Protons (RMN-H?) e Ressonancia
Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN-C)

Os espectros de RMN-H! e RMN-C® do &cido Usnico purificado e seus derivados

pirazdlicos sintéticos foram registrados em espectrofotémetro Varian Unity Plus a 300 MHz,
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utilizando DMSO-ds como solvente em tubos de 5 mm a temperatura ambiente realizado no

Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

2.5.4 Espectroscopia do Infravermelho (1V)

Os espectros de infravermelho obtido a partir do acido Usnico purificado e seus
derivados pirazolicos sintéticos, foram realizados em espectrémetro acoplado a transformador
Bruker Fourier (modelo IF 566), pela técnica de pastilhas de brometo de potassio (KBr),

sendo utilizado na resolucéo de 4.0 cm™.

2.6 Ensaio de Citotoxicidade

A atividade citotoxica dos extratos organicos, do &cido Usnico purificado e dos
derivados pirazélicos sintéticos foi avaliada através do método do MTT [brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] [24, 25]. As linhagens de células tumorais humanas
utilizadas foram NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulmdo humano) e HEp-2
(carcinoma de laringe humana) mantidas em meio de cultura DMEM, MCF-7
(adenocarcinoma de mama humana) e HL-60 (leucemia promielocitica aguda) mantidas em
meio de cultura RPMI. Os meios foram suplementados com 10 % de soro fetal bovino, 1 % de
solucdo de antibidtico (penicilina 1000 Ul/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-
glutamina (200uM).

As células foram cultivadas em placas de 96 pocos nas seguintes concentracdes: 2 X
10° células/mL (NCI-H292, MCF-7 e HEp-2) e 0,3 x 108 células/mL (HL-60), incubadas em
estufa a 37 °C em atmosfera Umida enriquecida com 5 % de COg, durante 24 h. Em seguida,
0s extratos organicos, o acido Usnico purificado e os derivados pirazélicos sintéticos foram
dissolvidos em concentracdo estoque de 10 mg/mL e 5 mg/mL de DMSO (0,5 %),
respectivamente, e adicionados aos pogos nas concentragoes seriadas (0.195 - 25 pg/mL) para
0s compostos puros (acido Usnico purificado e derivados pirazolicos sintéticos e (0,39 - 50
pg/mL) para os extratos organicos. O farmaco doxorrubicina (0,009 - 5 pg/mL) foi utilizada
como controle positivo e DMSO (10 mg/mL) como controle negativo. Apos 72 h de
reincubacdo, foram adicionados em cada po¢o 25 pL de MTT (5 mg/mL) e ap6s 3 h de
incubacdo, o meio de cultura com o MTT foi aspirado e 100 pL de DMSO foram adicionados
a cada poco para a dissolucdo dos cristais de formazan. A absorbancia dos compostos foi

medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 560 nm.


http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole

57
Rocha, T.A. 2015 Auvaliacdo da Citotoxicidade e A¢do Genotoxica de Extratos Orgéanicos de Cladonia...,

Para triagem inicial dos extratos organicos, &cido uUsnico purificado e derivados
pirazdlicos sintéticos, o percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) foi determinado
considerando a média do controle negativo como 100% de proliferacdo. Uma escala de
intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das amostras testadas. Amostras
sem atividade (inibicdo de crescimento celular variando de 1 a 50%), com pouca atividade
(inibicdo de crescimento celular variando de 50 a 70%), com moderada atividade (inibicdo de
crescimento celular variando de 70 a 90%) e com alta atividade (inibicdo de crescimento
variando de 90 a 100%) [26]. As substancias que causaram uma inibicdo maior que 70%
foram submetidas ao ensaio de determinagdo da concentragdo que inibe 50% do crescimento
celular em relagdo ao controle negativo (Clsg). A porcentagem de inibicdo x log da
concentracdo foi registrada, e suas Clso e 0s respectivos intervalos de confianga (IC 95%)
foram calculados a partir da regressdo ndo linear no programa GraphPad Prism 5.0. Os
experimentos foram realizados em quintuplicatas e a percentagem de inibicdo foi calculada no

programa GraphPad Prism 5.0.

2.7 Ensaio de Genotoxicidade

Foram utilizados 30 camundongos swiss albino machos, com aproximadamente 8
semanas de idade, pesando em torno de 30 a 50 g. Durante o experimento, 0s animais foram
acomodados em caixas de polipropileno adequadas (5 camundongos por caixa), que foram
mantidas a temperatura de 22 + 2 °C, umidade relativa de 50 + 5%, com ciclo de 12 h/12 h
luz/escuro. Os animais receberam agua potavel e comida ad libitum. O experimento teve
aprovagcio do Comité de FEtica em Experimentagdo Animal (CEUA) sob 0o n°
23076.052055/2014-21.

Os animais foram distribuidos igualmente em seis grupos (n = 5) e organizados de
acordo com os tratamentos realizados. Trés grupos receberam os derivados pirazélicos
sintéticos (3a, 3b e 3e). Outro grupo recebeu o acido Usnico purificado. Cada grupo tratado
recebeu uma dose de 15 mg/kg de peso do animal. O grupo controle negativo recebeu apenas
100 pL de DMSO e PBS (Tampao fosfato-salino), o veiculo no qual o acido Usnico purificado
e os derivados pirazdlicos sintéticos foram dissolvidos; um grupo controle positivo recebeu a
ciclofosfamida, um agente mutagénico bem estabelecido na literatura cientifica. Os grupos
tratados, controle negativo e positivo receberam seus tratamentos por via intraperitoneal.

Os camundongos foram anestesiados com xilazina 100 mg/Kg e quetamina 10 mg/Kg,

por via intraperitoneal. O sangue periférico foi coletado por puncéo retro-orbital 48 h apds o
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tratamento. Logo depois da coleta do sangue, os animais foram eutanasiados com mais uma

injecdo de combinacdo de xilazina e quetamina.

2.7.1 Ensaio Cometa

O ensaio cometa foi realizado de acordo com a metodologia de Umbuzeiro e Roubicek
et al. [27]. O sangue coletado foi homogeneizado com agarose de baixo ponto de fuséo (LM)
e depositado nas laminas previamente preparadas com uma cobertura de agarose padrao; estas
laminas foram cobertas com laminulas e, em seguida, levadas para o refrigerador a
temperatura de 4°C, por 10 minutos. Depois da refrigeracdo, as laminulas foram retiradas e as
laminas depositadas em cubas com solucéo de lise (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM
TRIS, 1% Triton X-100, DMSO 10%, com pH 10). Todo procedimento apos a coleta do
material foi feito em uma sala com luz vermelha (sem a presenca de luz branca), pois o
experimento é fotossensivel. Apds 0 tempo necessario para a lise (48 h até uma semana),
seguiu-se o processo de eletroforese, em que as células lisadas foram submetidas a uma
corrente de + 300 mA, com diferenga de potencial de 32V, por 20 minutos, em uma cuba
contendo solucdo tampdo alcalina (1M NaOH e 200 mM EDTA, pH 13). Logo depois, as
laminas foram neutralizadas com tampéo (0.4 M Tris-HCI, pH 7.5) e coradas com 30uL de
brometo de etidio (0, 0002%, p/v) por l[amina. Como controle positivo foi utilizado peréxido
de hidrogénio (200 mM), de modo que as laminas previamente preparadas com o sangue sdo
mergulhadas por 10 minutos em uma cuba com 170 mL de tampdo de eletroforese e 30 mL de
perdxido de hidrogénio 10 volumes.

A avaliacgdo foi feita em microscépio de epifluorescéncia (Zeiss M2) com filtro Alexa
fldor 546. Foram feitas duas laminas para cada animal, sendo analisados 100 nucleoides por
animal, com observacao da relacdo entre 0 comprimento da cauda e o tamanho da cabeca do
cometa. Cada nucleoide analisado foi classificado visualmente em uma de cinco classes: 0
(sem dano aparente); 1 (com pouco dano aparente); 2 (dano médio); 3 (dano médio com cauda
mais longa) e 4 (dano méaximo). Desta forma, os valores obtidos para cada individuo podem
variar de 0 (nenhum dano: 100 células x 0) a 400 (com dano méximo: 100 células x 4); a este
valor damos o0 nome de indice de dano (ID) por animal. A frequéncia de danos (FD) também
foi calculada de acordo com a porcentagem de todos os nucleoides com algum dano (classe 1
a classe 4) em relacéo ao total de nucleoides contados, que vai da classe 0 a classe 4 (n° total)
(Figura 2) [28].
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Figura 2- Classificacdo do dano do DNA das células analisadas por ensaio cometa. 0 (sem dano aparente); 1
(com pouco dano aparente); 2 (dano médio); 3 (dano médio com cauda mais longa) e 4 (dano maximo).

Fonte: Rocha, 2015.

2.7.2 Teste do Micron(cleo

Para esse teste, foi utilizada a técnica descrita por Hayashi et al. [29]. Foram colocados
5uL de sangue periférico sobre laminas previamente preparadas com laranja de acridina,
cobrindo-se com uma laminula para espalhar uniformemente o material. Foi estabelecida a
proporcao de eritrocitos policroméaticos (EPC) em relacdo ao total de eritrocitos da seguinte
maneira: EPC/ (EPC+ENC), onde ENC significa eritrocitos normocromaticos. Uma
comparacdo entre a proporcdo de EPC de cada animal tratado foi feita com a do grupo
controle negativo. A ndo ser que a propor¢do de EPC em um dado grupo seja menor do que
20% da proporc¢édo de EPC no grupo controle negativo (caso em que o animal sera descartado
do estudo), 2000 EPC serdo contados por grupo para se quantificar a presenca de EPC
micronucleados (EPCMn) [30]. Os eritrdcitos policromaticos foram analisados em
microscopio de epifluorescéncia (Zeiss M2) com filtro Alexa fluor 488.
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2.7.3 Anélise Estatistica

A andlise estatistica foi feita por analise de variancia, comparando-se 0s grupos
tratados com o grupo controle negativo, tanto para o teste do micronucleo, quanto para o
ensaio cometa. Andlises de diferenca entre as variancias e de normalidade foram feitos
previamente para a escolha entre um teste paramétrico (ANOVA) e um teste ndo-
paramétrico (Kruskal-Wallis), sempre com a = 5, considerando p < 0,05. O software R 3.1.0

foi usado para todas as analises.

3 Resultados

3.1 Analises quimicas dos extratos organicos e do &cido Usnico purificado de C.

substellata e derivados pirazdlicos sintéticos

Os extratos etéreo, cloroférmico e acetbnico obtido da C. substellata apresentaram
como quimiotipo principal o acido Usnico. Os extratos etéreo, cloroférmio, acetdnico, bem
como o0 acido usnico purificado apresentaram rendimento de 6,48%, 4,2%, 1,8%, 2,43%,
respectivamente. A cromatografia em camada delgada (CCD) demonstrou a presenca de uma
banda no extrato etéreo (Rf 0,59), compativel com a banda do padréo de acido Usnico Merck
(Rf 0,59), bem como o &cido usnico purificado (Rf 0,59), além de uma banda (Rf 0,60) nos
extratos cloroférmico e acetdnico que correspondem provavelmente ao acido Usnico e outras
4 bandas correspondentes a possiveis compostos fenolicos nao identificados no extrato
cloroférmico (0,80; 0,72; 0,46; 0,36) e duas bandas no extrato aceténico (0,78; 0,49) (Figura
3).

Estes resultados estdo de acordo com a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). O tempo de retencdo (TR), dos extratos etéreo, clorofémico e acetonico foi de 25,88
min, 25,92 min e 25,88 min, respectivamente. Tais resultados condizem com o tempo de retencéo
do padrédo do acido Usnico Merck (TR 26,39 min), sendo o percentual de pureza em torno de 95%

(Figura 21 em anexo).
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Figura 3. Cromatografia em camada delgada dos extratos organicos e do acido Uscico purificado. 1 - Padrao do
acido Usnico Merck; 2 — Acido Usnico purificado de Cladonia substellata a partir do extrato etéreo; 3 — Extrato
etéreo; 4 — Extrato cloroférmico; 5 — Extrato acet6nico.
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0,59 0,59 0,59 0,60

¢
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Fonte: Rocha, 2015.

Apos isolado, o acido usnico purificado teve sua estrutura confirmada por analises dos
espectros de 1V e RMN-H!. Os dados espectrométricos estio apresentados a seguir:

Cristais amarelos, com ponto de fusdo determinado Pf = 201-203°C, rendimento de
2,43%, Rf (0,59) determinado através de CCD, utilizando-se sistema de eluicdo
tolueno/dioxano/acido acético, 180:45:5 (v/v/v), seu TR (26,39) foi determinado através de
CLAE, utilizando-se sistema de eluicdo metanol/agua/acido acético (80:19,5:0,5 viviv). IV
(KBr, Amax™1): 3069 (-OH), 2929 (R-O-R), 1632 (C=0 symm), 1540 e 1454 (C=C), 1290 (-C-
O-C- éter), 840 (C-H aromatico axiar). RMN-H!* (DMSO-ds, 300 MHz), §H: (s, 3H, CHs-14),
2,00 (s, 3H, CHs-19), 2,50 (s, 3H, CHs-23), 2,65 (s, 3H, CHs-17), 6,26 (s, 1H, C-7-H), 11,23
(s, 1H, C-10-OH), 13,36 (s, 1H, C-12-OH), 18,89 (s, 1H, C-6-OH).

3.2 Sintese dos derivados pirazélicos (3a-f) do acido Usnico purificado

Os compostos pirazolicos sintéticos devidamente substituidos apresentaram-se
cristalinos e estaveis com elevadas temperaturas de fusdo. A pureza dos compostos foi
monitorada através de CCD que demonstrou a presenca de uma Unica banda para todos os
compostos derivados (Figura 4).
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Figura 4. Cromatografia em camada delgada dos derivados pirazolicos do acido Usnico purificado. 1 - Padrao do
acido Gsnico Merck; 2 — Acido Usnico purificado; 3 — composto 3a; 4 — Composto 3b; 5 — Composto 3c; 6 —
Composto 3d; 7- Composto 3e; 8- Composto 3f.

Fonte: Rocha, 2015.

As estruturas quimicas foram confirmadas através de técnicas usuais de RMN-H?,

RMN-C*2 e 1V, sendo os respectivos dados transcritos a sequir.

3.2.1 16-Acetil-13,15-diidroxi-3,6,14-trimetil-1-(8-fenil)-1H-[1]benzofuro[9,5-f]indazol
10(2H)-ona (3a)

Cristais amarelos, com ponto de fusdo determinado Pf = 192-194°C, rendimento
reacional de 72%, Rf (0,87) determinado através de CCD, utilizando-se sistema de eluicdo
tolueno/dioxano/acido acético, 180:45:5 (v/v/v), TR (10,87) determinado através de CLAE,
utilizando-se sistema de eluicdo metanol/agua/dcido acético (80:19,5:0,5 v/viv). IV (KBr,
Amax®™1): 3109 (-OH), 2925 (R-0-R), 1631 (C=0 symm), 1595 e 1475 (C=C), 1290 (-C-O-C-,
éter), 1047 (-C-N- axial), 845 (C-H aromatico axia). RMN-H* (DMSO-ds, 300 MHz), 6H: 1,75
(s, 3H, CHs-17), 1,97 (s, 3H, CH3-27), 2,48 (s, 3H, CH3-31), 2,62 (s, 3H, CHs-19), 6,53 (s,
1H, C-H-10), 7,59 (m, 5H, Ha1, H2z, H23, H24 € Hzs), 11,20 (s, 1H, C-13-OH), 13,34 (s, 1H, C-
15-OH). RMN-C*® (DMSO-ds, 300 MHz), 5C: 7,43 (s, 1C, Cz7), 13,0 (s, 1C, Ci7), 30,04 (s,
1C, Cyo), 30,98 (s, 1C, Ca1), 59,71 (s, 1C, C3), 89,88 (s, 1C, Cuo), 101,14 (s, 1C, C12), 104,29
(s, 1C, C13), 106,35 (s, 1C, Cu4), 110,14 (s, 1C, Cs), 123,79 (s, 2C, Co1 € Cys), 128,58 (s, 1C,
C23), 129,12 (d, 1C, Cg), 129,67 (s, 2C, C2 E Co4), 137,48 (s, 1C, C2), 148,39 (s, 1C, Ce),
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150,23 (s, 1C, C11), 156,49 (d, 1C, J= 410 Hz, Cy), 162,43 (s, 1C, C1s), 172,12 (s, 1C, Cus),
196,12 (s, 1C, C4), 200,90 (s, 1C, Czs).

3.2.2 16-Acetil-13,15-diidroxi-3,6,14-trimetil-1-(8-bromofenil)-1H-[1]benzofuro[9,5-
flindazol 10(2H)-ona (3b)

Cristais amarelos, com ponto de fusdo determinado Pf = 165-167°C, rendimento
reacional de 82%, Rf (0,91) determinado através de CCD, utilizando-se sistema de eluicdo
tolueno/dioxano/acido acético, 180:45:5 (v/v/v), TR (7,88) determinado através de CLAE,
utilizando-se sistema de eluicdo metanol/agua/acido acético (80:19,5:0,5 v/viv). IV (KBr,
Amax™1): 3100 (-OH), 2929 (R-O-R), 1505 e 1480 (C=C), 1622 (C=0 symm), 1289 (-C-O-C-,
éter), 1045 (-C-N- axiar), 847 (C-H aromatico axia). RMN-H! (DMSO-ds, 300 MHz), 8H: 1,70
(s, 3H, CHs-17), 1,91, (s, 3H, CHs-27), 2,45 (s, 3H, CH3-32), 2,57 (s, 3H, CH3-19), 6,52 (s,
1H, C-H-10), 7,52 (d, 2H, H22 e Has, J=0,02), 7,62 (d, 2H, H21 e Hys, J=0,02), 11,07 (s, 1H, C-
13-OH), 13,25(s, 1H, C-15-OH). RMN-C® (DMSO-ds, 300 MHz), &C: 7,38 (s, 1C, C2),
12,97 (s, 1C, C17), 30,06 (s, 1C, C19), 30,91 (s, 1C, Ca2), 59,73 (s, 1C, Cs), 89,79 (s, 1C, C1o),
101,06 (s, 1C, C12), 104,16 (s, 1C, C13), 106,41 (s, 1C, C14), 110,28 (s, 1C, Cs), 121,32 (s, 1C,
C23), 125,67 (s, 2C, Ca1 e Css), 132,57 (s, 1C, C2x), 136,74 (s, 2C, C22 € C24), 148,55 (s, 1C,
Cs), 149,52 (d, 1C, Cy), 150,50 (s, 1C, Cu1), 156,41 (d, 1C, J= 488 Hz, C»), 162,44 (s, 1C,
Cis), 172,19 (s, 1C, C1s), 196,00 (s, 1C, Csg), 200,73 (s, 1C, Ca).

3.2.3 16-Acetil-13,15-diidroxi-3,6,14-trimetil-1-(8-clorofenil)-1H-[1]benzofuro[9,5-f]indazol
10(2H)-ona (3c)

Cristais amarelos, com ponto de fusdo determinado Pf = 108-110°C, rendimento
reacional de 30,5%, Rf (0,90) determinado através de CCD, utilizando-se sistema de eluicdo
tolueno/dioxano/acido acético, 180:45:5 (v/v/v), TR (24,49) determinado através de CLAE,
utilizando-se sistema de eluicdo metanol/agua/acido acético (80:19,5:0,5 v/viv). IV (KBr,
Amax™1): 3102 (-OH), 2925 (R-O-R), 1626 (C=0 symm), 1507 e 1476 (C=C), 1288 (-C-O-C-,
éter), 1046 (-C-N- axial), 845 (C-H aromatico axia)). RMN-H! (DMSO-ds, 300 MHz), 6H: 1,74
(s, 3H, CHz-17), 1,97 (s, 3H, CH3-27), 2,49 (s, 3H, CHz-32), 2,62 (s, 3H, CHs-19), 6,59 (s,
1H, C-H-10), 7,65 (d, 2H, H22 € H 24), 7,70 (d, 2H, Hz1 e Hzs), 11,16 (s, 1H, C-13-0OH), 13,33
(s, 1H, C-15-OH). RMN-C®® (DMSO-ds, 300 MHz), 5C: 7,42 (s, 1C, C27), 12,98 (s, 1C, C17),
30,00 (s, 1C, Cug), 30,96 (s, 1C, C32), 59,76 (s, 1C, C3), 89,87 (s, 1C, Cio), 101,136 (s, 1C,
C12), 104,27 (s, 1C, Cuz), 106,38 (s, 1C, Cus), 110,25 (s, 1C, Cs), 125,51 (s, 2C, Ca1 e Cos),
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129,64 (s, 2C, Caz € Cas), 132,91 (s, 1C, Ca3), 136,32 (5, 1C, Cz0), 148,67 (s, 1C, Ce), 149,55
(d, 1C, Cs), 150,42 (s, 1C, C11), 156,46 (d, 1C, J= 426 Hz, C,), 162,43 (s, 1C, C1s), 172,28 (s,
1C, Ci6), 196,13 (s, 1C, Cz9), 200,84 (s, 1C, Ca).

3.2.4 16-Acetil-13,15-diidroxi-3,6,14-trimetil-1-(8-carboxamidafenil)-1H-[1]benzofuro[9,5-
flindazol 10(2H)-ona (3d)

Cristais amarelos claros, com ponto de fusdo determinado Pf = 189-191°C,
rendimento reacional de 53,2%, Rf (0,27) determinado através de CCD, utilizando-se sistema
de eluicdo tolueno/dioxano/acido acético, 180:45:5 (v/v/v), TR (18,30) determinado através
de CLAE, utilizando-se sistema de eluicdo metanol/agua/acido acético (80:19,5:0,5 viviv). IV
(KBTI, Amax™™1): 3068 (-OH), 2929 (R-O-R), 1627 (C=0 symm), 1523 e 1479 (C=C), 1289 (-C-
O-C-, éter), 1046 (-C-N- axial), 845 (C-H aromatico axiai). RMN-H! (DMSO-ds, 300 MHz), §H:
1,69 (s, 3H, CH3-17), 1,96 (s, 3H, CH3-27), 2,49 (s, 3H, CH3-33), 2,61 (s, 3H, CH3-19), 6,63
(s, 1H, C-H-10), 7,52 (d, 2H, H22 e H2s, J=0,02), 8,09 (d, 2H, H21 e Hzs, J=0,02), 11,15 (s, 1H,
C-13-OH), 13,33 (s, 1H, C-15-OH). RMN-C*® (DMSO-ds, 300 MHz), 5C: 7,44 (s, 1C, C27),
13,01 (s, 1C, C17), 30,04 (s, 1C, C19), 30,98 (s, 1C, Ca3), 59,80 (s, 1C, Cs), 90,03 (s, 1C, C1o),
101,15 (s, 1C, C12), 104,28 (s, 1C, C13), 106,41 (s, 1C, Cu4), 110,38 (s, 1C, Cs), 123,29 (s, 2C,
Co1e Czs), 128,50 (s, 1C, Caz3), 128,96 (s, 2C, C22 e Ca4), 133,89 (s, 1C, C20), 139,57 (d, 1C,
Co), 148,68 (s, 1C, Cs), 150,38 (s, 1C, Ci1), 156,47 (d, 1C, J= 426 Hz, C), 162,44 (s, 1C,
Cis), 166,78 (s, 1C, Ca1), 172,36 (s, 1C, Ci6), 196,19 (s, 1C, Cz), 200,82 (d, 1C, Ca).

3.2.5 16-Acetil-13,15-diidroxi-3,6,14-trimetil-1-(8-metilfenil)-1H-[1]benzofuro[9,5-f]indazol
10(2H)-ona (3e)

Cristais brancos, com ponto de fusdo determinado Pf = 166-168°C, rendimento
reacional de 81%, Rf (0,88) determinado através de CCD, utilizando-se sistema de eluicéo
tolueno/dioxano/acido acético, 180:45:5 (v/v/v), TR (3,89) determinado através de CLAE,
utilizando-se sistema de eluicdo metanol/agua/acido acético (80:19,5:0,5 viviv). IV (KBr,
Amax™1): 3108 (-OH), 2925 (R-O-R), 1626 (C=0 symm), 1520 e 1483 (C=C), 1288 (-C-O-C-,
éter), 1045 (-C-N- axia), 809 (C-H aromatico axia). RMN-H* (DMSO-dg, 300 MHz), §H: 1,72
(s, 3H, CH3-17), 1,94 (s, 3H, CH3-27), 2,39 (s, 3H, CH3-31), 2,46 (s, 3H, CH3-32), 2,59 (s,
3H, CHs-19), 6,47 (s, 1H, C-H-10), 7,38 (d, 2H H22 e Ha4, J=0,02), 7,54 (d, 2H, H21 e Hzs,
J=0,02), 11,20 (s, 1H, C-13-OH), 13,31 (s, 1H, C-15-OH). RMN-C*? (DMSO-ds, 300 MHz),
0C: 7,41 (s, 1C, C27), 12,98 (s, 1C, C17), 20,62 (s, 1C, Cs2), 30,05 (s, 1C, Cug), 30,94 (s, 1C,
Cs1), 59,64 (s, 1C, Cg), 89,85 (s, 1C, Cio), 101,09 (s, 1C, C12), 104,25 (s, 1C, C13), 106,34 (s,
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1C, Cu4), 110,02 (s, 1C, Cs), 123,63 (s, 2C, Ca1€ C2s), 130,04 (s, 2C, C22 e Ca4), 135,10 (s, 1C,
C23), 138,25 (s, 1C, Ca0), 148,20 (s, 1C, Ce), 149,15 (d, 1C, Co), 150,10 (s, 1C, C11), 156,48
(d, 1C, Cy), 162,43 (s, 1C, C15), 171,92 (s, 1C, C1s), 196,0 (s, 1C, C29), 200,84 (s, 1C, Ca).

3.2.6 16-Acetil-13,15-diidroxi-3,6,14-trimetil-1-(8-metoxifenil)-1H-[1]benzofuro[9,5-
flindazol 10(2H)-ona (3f)

Cristais marrons, com ponto de fusdo determinado Pf = 195-197°C, rendimento
reacional de 56,3%, Rf (0,85) determinado através de CCD, utilizando-se sistema de eluicdo
tolueno/dioxano/acido acético, 180:45:5 (v/viv), TR (27,50) determinado através de CLAE,
utilizando-se sistema de eluicdo metanol/agua/dcido acético (80:19,5:0,5 v/viv). IV (KBr,
Amax™1): 3068 (-OH), 2929 (R-O-R), 1522 e 1477 (C=C), 1627 (C=0 symm), 1678 (CH3-O-
metoxi), 1290 (-C-O-C-, éster), 1047 (-C-N- axial), 831 (C-H aromatico axia). RMN-H*
(DMSO-de, 300 MHz), 6H: 1,71 (s, 3H, CHs-17), 1,94 (s, 3H, CHs-27), 2,46 (s, 3H, CHs-33),
2,59 (s, 3H, CHz-19), 6,42 (s, 1H, C-H-10), 7,39 (d, 2H H2z e Ha4, J=0,02), 7,53 (d, 2H, H21 €
Has, J=0,02), 11,22 (s, 1H, C-13-OH), 13,31 (s, 1H, C-15-OH). RMN-C® (DMSO-ds, 300
MHz), 5C: 7,39 (s, 1C, C27), 12,96 (s, 1C, C17), 30,07 (s, 1C, Cig), 30,93 (s, 1C, Css), 55,53 (s,
1C, Cz2), 59,59 (s, 1C, C3), 89,75 (s, 1C, Cyo), 101,06 (s, 1C, C12), 104,21 (s, 1C, Ci3), 106,31
(s, 1C, C14), 109,83 (s, 1C, Cs), 114,68 (s, 2C, C22e Cas), 125,36 (S, 2C, Co1 € Cas), 130,49 (s,
1C, Cy3), 148,16 (s, 1C, Cz0), 149,04 (d, 1C, Co), 149,92 (s, 1C, Cs), 156,48 (d, 1C, C»),
159,18 (d, 1C, Cu1), 162,41 (s, 1C, Cis), 171,74 (s, 1C, Cis), 195,90 (s, 1C, Cazg), 200,80 (s,
1C, Cy).

3.3 Atividade Citotoxica
O é&cido Usnico purificado e derivados pirazolicos sintéticos foram testados na

concentracdo de 25 pg/mL, enquanto que extratos organicos foram testados na concentracédo

de 50 pg/mL, apresentando porcentagem de inibicdo celular conforme descrito na tabela 2:
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Tabela 1. Determinacdo da porcentagem de inibicdo celular dos extratos organicos, acido Usnico
purificado e derivados pirazélicos sintéticos.

% de Inibicao
Amostras +SEM
NCI-H292 Hep-2 HL-60 MCF-7

Extrato etéreo 11,67+0,23 98,03+2,80 87,24+0,30 100,0£0,00
Extrato cloroférmico 18,22 +2.26 90,48+251 8546+0,76 77,89+294
Extrato acetbnico 82,08+332 92,68+220 87,69+0,67 58,75+2,33
Acido Gsnico purificado | 83,58 +4,38 89,31+1,64 8594+045 71,82+4,83

Composto 3a 63,2+1,9 87,1+14 59,1+4,7 79,2+4,3

Composto 3b 35,0+0,0 77,2+37 66,5+ 4,7 849+12

Composto 3e 415+22 61,9 +5,3 73,0+4,1 90,3+0,5
Doxorrubicina 94,15+1,99 7939+265 9291+0,63 74,77+2,09

SEM = standard erro médium. Extratos organicos: 50pug/mL. Acido Gsnico purificado e derivados
pirazélicos sintéticos: 25 pg/mL. Doxorrubicina: 5 pg/mL.

Fonte: Rocha, 2015.

Os resultados demonstram que 0 extrato etéreo apresentou porcentagem de inibicdo
alta (inibicdo de crescimento celular variando de 90 a 100%) frente a linhagem celular Hep-2
e MCF-7, atividade moderada (inibicdo de crescimento celular variando de 70 a 90%) frente a
linhagem HL-60, enquanto que a linhagem celular NCI-H292 ndo apresentou atividade
(inibicdo de crescimento menor que 50%).

O extrato cloroformico demonstrou alta atividade inibitéria (90 a 100% de inibicéo)
frente & linhagem celular Hep-2, inibicdo moderada frente as linhagens celulares HL-60 e
MCF-7 e ndo apresentou porcentagem de inibicao significativa frente a linhagem celular NCI-
H292. O extrato acetdnico demonstrou alta atividade inibitéria frente a linhagem celular HEp-
2, inibicdo moderada frente as linhagens celulares NCI-H292 e HL-60 e baixa atividade frente
a linhagem celular MCF-7.

O 4acido usnico purificado apresentou porcentagem de inibicdo moderada frente a
todas as linhagens celulares testadas. Ja os compostos derivados 3a e 3b apresentaram
inibicdo moderada apenas para as linhagens HEp-2 e MCF-7, enquanto que o composto 3e
apresentou alta atividade para linhagem celular MCF-7 e moderada atividade para HL-60.

Determinando-se a concentracdo que inibe 50% do crescimento em relagdo ao controle
negativo (Clsg) com respectivos intervalos de confianca (IC 95%), calculados a partir da

regressdo ndo linear no programa GraphPad Prism 5.0 (Tabela 3), podemos dizer que o acido



67
Rocha, T.A. 2015 Auvaliacdo da Citotoxicidade e A¢do Genotoxica de Extratos Orgéanicos de Cladonia...,

snico purificado apresentou maior atividade citotdxica frente as células Hep-2 e NCI-H292,
enguanto que o extrato cloroférmico foi o que apresentou maior atividade frente a linhagem
celular HL-60. Assim, os extratos organicos testados, o acido Usnico purificado e os derivados
pirazolicos sintéticos mostraram uma atividade citotdxica potencial frente as linhagens de

células tumorais testadas.

Tabela 2. Clsp dos compostos testados frente as linhagens de células neoplésicas.

Clso (ng/mL)
Intervalo de confianca

Linhagens NCI-H292 HEp-2 HL-60 MCF-7
Extrato etéreo n.t. 10,05 5,10 -
7.73-13.06 3.73-6.96
o 14,87 3,34 .
Extrato cloroformico n.t. 11131986 231 _4.82
Extrato acetbnico 5,24 5,35 6,33 n.t.
4.58 —6.00 3.96 — 7.23 4.48 — 8.94
Acido usnico purificado 4,97 2,19 22,48 -
3.91-6.32 1.64-293 19.39-26.07
Composto 3a n.t. - n.t. -
Composto 3b n.t. - n.t. -
Composto 3e n.t. n.t. 13,0 -
10.5-16.0
0,08 0,31 0,06 0,12

Doxorrubicina 0.06-012 026-036 005-007 0.08-0.15

n.t. = ndo testado
Fonte: Rocha, 2015.

3. 4 Atividade Genotodxica

Nos testes de ensaio cometa foram avaliados 0os compostos derivados do acido Ushico
purificado (3a-3f) e o acido Usnico purificado. No tratamento foi utilizado uma dose de 15
mg/kg para todos os compostos (3a-3f), correspondente a décima parte da DLso do acido
Usnico descrita por Santos et al. [4].

De acordo com os resultados calculados para o indice de dano, que mede a intensidade
do dano no DNA e para a frequéncia de dano, que mostra se houve dano ou ndo no DNA
através do teste estatistico ANOVA e pos-teste de Tukey, os compostos ndo se mostraram
genotdxicos, exceto o composto 3c. Houve diferenca significativa quando comparamos todos
0s compostos com o controle positivo (p < 0,05), mas quando comparados entre si e com 0

controle negativo ndo houve diferencga significativa (p > 0,05), exceto para o0 composto 3c que
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apresentou um dano genético maior que o controle negativo como também em relagdo aos

outros compostos (Tabela 4).

Tabela 3 - Resultados dos testes de genotoxicidade pelo teste do microntcleo e ensaio cometa.

TESTES
Grupos M _ID I_:D

Media = DP Média + DP Média = DP

Composto 3a 22+29 24.2 +£19.9 19.0+15.2
Composto 3b 10+£14 45,2 + 38,3 25.0+14.5

Composto 3c 42 +47 168,8 + 29,2* ** 88,6 £ 9,7
Composto 3d 4,8 + 3,6 36,0 £ 30,4 21,4 +134
Composto 3e 24+25 43.4 +34.0 26.2+£18.1
Composto 3f 38+27 119,4 +100,3 59,2 + 24,7
Acido Usnico purificado 24+23 79.0 £51.0 40.6 +24.7
DMSO+PBS 1.0+0,7 53.4+33.5 28.4+15.2

Ciclofosfamida 33.4£13.0* - -

Perdxido de hidrogénio - 351 + 31.3* 100 + 0.0*

DP: desvio padrdo; MN: micronucleo; ID: indice de dano pelo ensaio cometa; FD: fator de
dano em percentagem pelo ensaio cometa; * diferenca significativa com o controle negativo;
** diferenga significativa com todos 0s grupos.

Fonte: Rocha, 2015.

Também foram analisados os eritrocitos policromaticos com micronicleo (EPCMn)
dos animais tratados com os compostos (3a-3f) e o0 acido Usnico purificado. De acordo com as
analises estatisticas, constatou-se que houve diferenca (p < 0,5) quando cada grupo foi
comparado com o controle positivo, mas ndo houve diferenca significativa comparando-se 0s
grupos tratados com o controle negativo e comparando-se 0s compostos entre si. Sendo assim,
0s agentes tratados ndo se mostraram mutagénicos no teste do micronucleo. Os EPCMn foram

encontrados em todos os grupos tratados (Figura 5).
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Figura 5. Eritrécitos Normocromaticos corados em verdes; Eritrocitos Policromaticos corados em vermelho;
Eritrocitos Policromaticos com Microntcleo apontados pela seta vermelha.

Fonte: Rocha, 2015.

4 Discussao

Grande parte dos farmacos utilizados nos dias de hoje tém em sua constitui¢do
moléculas encontradas na natureza, despertando o interesse para 0 uso de produtos naturais.
Cerca de 30% do mercado farmacéutico mundial é representado por drogas derivadas de
produtos naturais [31]. Neste contexto, a maioria das substancias liquénicas apresenta uma
estrutura quimica muito simples facilitando a producdo de derivados em laboratério, e
fornecendo grandes quantidades de materiais sem afetar o ecossistema [32]. Desta forma, o

acido usnico é certamente uma estrutura prototipo para modificacdo estrutural com grande



70
Rocha, T.A. 2015 Auvaliacdo da Citotoxicidade e A¢do Genotoxica de Extratos Orgéanicos de Cladonia...,

potencial, sendo grandes as chances de se encontrar diferentes padrfes de atividade bioldgica
ou toxidez dos produtos obtidos.

Neste sentido, o presente trabalho se propds a estudar a possivel citotoxicidade e a
genotoxicidade de derivados pirazolicos sintéticos do acido Usnico purificado e extratos
organicos obtidos a partir de C. substellata.

A modificacdo estrutural do &cido Usnico purificado possibilitou um aumento da
solubilidade que foi observada em todos os compostos sintetizados, podendo ser atribuido a
substituicdo da hidroxila do carbono 3. Luzina et al. [21] também obtiveram derivados
fenilhidrazinicos (halo alquilo, alcéoxi e nitro) do acido Usnico, entretanto, utilizaram como
solvente reacional o metanol, enquanto que neste trabalho, utilizou-se etanol de acordo com
uma quimica “verde” que ndo agride o meio ambiente.

A atividade citotdxica do acido usnico isolado e purificado do liquen C. substellata e
seus derivados pirazdlicos sintéticos, juntamente com seus extratos organicos foi avaliada em
quatro linhagens de células neoplasicas (HEp-2, NCI-H292, HL-60, MCF-7). Os compostos
3a e 3e apresentaram porcentagem de inibicdo muito significativa frente a linhagem celular
MCF-7, evidenciando que a modificacdo da estrutura do acido Usnico purificado levou ao
aumento da atividade citotoxica quando comparado com o &cido usnico purificado,
considerando também que esta linhagem de célula tumoral é responsavel pelo tipo de cancer
mais incidente no Brasil, o cancer de mama [33]. Uma elevada atividade citotdxica também
foi verificada para o extrato cloroférmico que apresentou uma Clso de 3,34 frente a linhagem
celular HL-60 e para o &cido usnico purificado com Clso de 2,19 frente a linhagem HEp-2, de
modo que sdo considerados com uma potente atividade antineoplésica aqueles compostos que
apresentam Clso < 30 [34]. Os resultados apresentados confirmam o estudo feito por Correché
et al. [35] que realizaram ensaios in vitro de citotoxicidade frente a cultura de linfocitos de
baco de ratos Hoffmam, confirmando também uma quase total inibicdo do crescimento
celular, quando a cultura foi incubada com o acido Usnico e seus derivados nas concentracdes
de 10 a 80 pg/mL. Cardarelli et al. [36] também reportaram que a propriedade do acido
Gsnico sobre a proliferacdo de células da linhagem HE-50 e K562 foi dose e tempo
dependente. Outros estudos demonstraram que o &cido Usnico apresenta atividade
antiproliferativa contra as linhagens de células humanas malignas T-47D (mama), Panc-1
(pancreas) e PC-3 (prdstata) [37].

Em relacdo ao sistema teste empregado para a avaliagdo da genotoxicidade, o ensaio
cometa detecta danos ao DNA tais como quebras de fitas simples e duplas, sitios alcali labeis,

locais de reparo incompleto e instabilidade gendmica [38]. Este ensaio tem se mostrado ser
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muito sensivel e €, portanto, Util para a deteccdo de danos genéticos em células individuais. O
sistema-teste de microndcleo é um ensaio amplamente utilizado para a deteccdo de agentes
clastogénicos e aneugénicos e estd sendo empregado como um método de triagem no
desenvolvimento de novos farmacos [39]. E importante ressaltar que o potencial de muitos
compostos naturais de modelar os efeitos genotoxicos tem sido identificado utilizando-se o
teste do micronucleo como parametro de analise [40].

Al-Bekairi et al. [41] avaliaram a genotoxicidade do &cido Usnico (+) apos a
administracdo oral em camundongos. O acido Usnico induziu a formacdo de micronucleos na
medula 6ssea, mas os valores ndo foram estatisticamente significativos quando comparados
com o controle negativo. Recentemente, Leandro et al. [13] avaliaram a genotoxicidade e o
potencial antigenotoxico do &cido Usnico pelos teste de microndcleo e ensaio cometa e
observaram que nao houve efeito genotdxico nas diferentes concentragdes testadas do acido
asnico. Estes resultados corroboram com os resultados do presente trabalho, em que nao
foram observados frequéncia de micronucleo significativa, bem como dano expressivo no
DNA das células dos grupos animais tratados com o &cido Usnico purificado e seus derivados
pirazélicos. No entanto, a presenca de atividade genotdxica para 0 composto 3c pode ser
causada pela presenca do elemento cloro que possui toxicidade comprovada e esta presente na
estrutura quimica do composto [42].

A auséncia da agdo genotoxica e mutagénica da maioria dos compostos sintetizados
testados tende a ser um ponto positivo para o desenvolvimento de novos farmacos, pois
compostos quimicos que apresentam indicios de genotoxicidade ou mutagenicidade e que
interagem de alguma forma com o DNA, podem causar alteragdes no funcionamento normal
da célula, de modo que, em tratamentos sucessivos, pode acabar ocasionando danos mais
efetivos ao material genético, representando um risco ao consumo humano, especialmente em
situacGes em que o contato com a substancia ocorre de forma repetida, como nos tratamentos
medicinais. Sendo assim, a pesquisa da potencial atividade genotoxica é uma etapa importante
do desenvolvimento de novos farmacos [43].

Desta forma, os resultados obtidos no presente trabalho mostram elevados indices de
citotoxicidade demonstrada para os extratos organicos, acido Usnico purificado e seus derivados
quando testados em varias linhagens de células tumorais como também ndo foram encontrados
propriedades genotoxicas e mutagénicas para compostos testados. No entanto, futuros testes
deverdo ser realizados a fim de elucidar melhor o potencial bioldgico dessas moléculas e os
possiveis ajustes de suas estruturas quimicas para os cuidados na sua utilizacdo ou indicagédo

como potencial farmaco.
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5 Conclusbes

O procedimento de extracdo e as técnicas de recristalizacdo utilizados foram
adequados para a obtencdo do A&cido Usnico e dos extratos organicos, apresentando
rendimentos satisfatérios. A abordagem sintética proposta foi considerada bastante satisfatoria
e ecologicamente mais adequada. Os compostos tiveram as estruturas previstas confirmadas
para técnicas de RMN-H!, RMN-C® e 1V, e foram obtidos em rendimentos satisfatdrios. O
efeito citotoxico do &cido Usnico purificado e dos extratos organicos de C. substellata foi
determinado e mostrou que o &cido Usnico purificado apresentou melhor atividade frente as
linhagens de células neoplasicas NCI-H292 com Clso de 4, 97 pg/mL e HEp-2 com Clso de
2,19 pg/mL. Os compostos analisados pelo ensaio cometa ndo se mostraram genotoxicos em
relacdo ao indice de dano e a frequéncia de dano. A analise de microndcleo também
demonstrou que as substancias testados ndo sdo mutagénicos para os animais tratados. Os
dados apresentados séo animadores e ampliam os horizontes para realiza¢cdo de novos ensaios

com o intuito de se aprofundar o conhecimento acerca destas novas moléculas.
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5. CONCLUSAO GERAL
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v O procedimento de extracdo e as técnicas utilizados foram adequados para a obtencao

dos extratos organicos (etéreo, cloroférmico e aceténico).

v' O 4cido Usnico foi obtido através de técnicas de extracdo por esgotamento e

cristalizagdo a partir do extrato etéreo do talo in natura de Cladonia substellata.

Analises cromatogréficas, Ressonancia Magnética Nuclear de Protdns e Carbono e

Infravermelho, comprovaram a pureza desta substancia liquénica.

v' A abordagem sintética dos derivados pirazélicos do acido Usnico apresentou

rendimento satisfatorio.

v' O efeito citotoxico dos extratos organicos, acido Usnico purificado e derivados

pirazolicos sintéticos mostraram ser capaz de inibir mais de 50% de proliferacéo

celular.

v" Os compostos analisados pelo ensaio cometa e teste de microntcleo ndo se mostraram

genotoxicos e mutagénicos, respectivamente.
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6. ANEXOS

Anexo 1
Espectros de RMN-H!, RMN-C*3, IV e CLAE do &cido Usnico

e derivados pirazélicos sintéticos
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Figura 7- Espectro de RMN-H? do acido Gsnico purificado.
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Figura 9- Espectro de RMN-C*® do composto 3b.
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Figura 10- Espectro de RMN-C*3 do composto 3c.
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Figura 11- Espectro de RMN-C*® do composto 3d.
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Figura 12- Espectro de RMN-C*3 do composto 3e.
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Figura 13- Espectro de RMN-C*® do composto 3f.
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Figura 21- Cromatograma liquido de alta eficiéncia (CLAE): A- Extrato etéreo TR 25,88 min; B- Extrato
cloroférmico TR 25,92; C- Extrato acetdnico TR 25,88; D- Acido Usnico purificado TR 26,39.
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Anexo 2
Ficha de ldentificacao Botanica
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ddd Universidade Federal de Pernambuco

Centro de Ciéncias Bioldgicas
_ Departamento de Botanica

Herbario UFP — Geraldo Mariz

N°: UFP 77.682

Fam.: Cladoniaceae

Sp.: Cladonia substellata Vainio
Nome vulgar:

Col.: Bruno Rodrigues, Lourdes Buril (n° 01-
04/111/2013).

Det.: Lourdes Buril 14/111/2013.
Proc.. PB. Mamanguape, Altitude de 51 m,

Coordenadas: latitude 06° 50" 19" S e  Longitude
35°07' 34" W, area de solo arenoso

Obs.: liquen fruticuloso
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Anexo 3 )
Carta de Aprovacao do Comité de Etica Animal
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Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

1\ fax: (55 81) 2126 8350
wWwWw.ccb.ufpe.br
Recife, 09 de fevereiro de 2015.

Oficio n® 07/15

Da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof. Nicacio Henrique da Silva
Departamento: Bioquimica
Universidade Federal de Pernambuco
Processo n° 23076.052055/2014-21

Os membros da Comisséo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Avaliagdo da Citotoxicidade e Ac¢do Genotéxica de
Extratos Organicos de Cladonia Substellata ( Liquen), Acido Usnico e Derivados
Pirazéicos Sintéticos”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s3o
adotadas como critérios de avaliagdo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questéo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais: biotério do Laboratério de Atenciosamente,
Imunopatologia Keiso Asami- Lika- UFPE; Animais: /
Camundongo  heterogénico: Linhagem: Musculus / /

Idade: 08 semanas; Peso: 40g; Sexo: machos ; N° total
de animais: 49

el 144

ro V. Carel

CCB: Integrar para desenvolver
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Anexo 04
Guide for Authors
(Bioorganic & Medicinal Chemistry)
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BIOORGANIC & MEDICINAL CHEMISTRY

GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

Bioorganic & Medicinal Chemistry seeks to publish research results of outstanding significance and
timeliness and review articles in the fields of medicinal chemistry, chemical biology, bioorganic
chemistry, bioinorganic chemistry, and related disciplines.

Articles should describe original research of high quality and timeliness.

Reviews of topical importance and current relevance are specially commissioned in appropriate fields.
Authors wishing to submit a non-solicited review article are requested to first contact the Editor-in-
Chief, Professor C.-H. Wong.

Perspectives briefly review (in 1-4 printed pages) specific subjects that already have or are likely to
have major impact in areas related to chemical biology and drug discovery. Authors of perspectives
are those who have made the original contribution or have extended the original research to
new breakthroughs. Perspectives are generally specially commissioned by the editors; however,
suggestions for topics and authors are welcomed. Individuals interested in contributing should contact
the Editor-in-Chief, Professor C.-H. Wong.

Symposia-in-Print comprise collections of original research papers (including experimental sections)
covering specific topics. Topics for forthcoming symposia are announced in the journal from time to
time. A guest editor will invite authors active in the field to submit papers, which are then reviewed
and processed for publication by the guest editor under the usual refereeing system. Opportunity is
also provided for other active investigators to submit contributions.

BEFORE YOU BEGIN

For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication see
http://www.elsevier.com/publishingethics and http://www.elsevier.com/journal-authors/ethics.

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including any financial,
personal or other relationships with other people or organizations within three years of beginning the
submitted work that could inappropriately influence, or be perceived to influence, their work. See
also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest. Further information and an example of a Conflict of
Interest form can be found at: http://help.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/286/p/7923.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except
in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as an electronic
preprint, see http://www.elsevier.com/postingpolicy), that it is not under consideration for publication
elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible
authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere
in the same form, in English or in any other language, including electronically without the written
consent of the copyright-holder. To verify originality, your article may be checked by the originality
detection service CrossCheck http://www.elsevier.com/editors/plagdetect.

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the authorship of
accepted manuscripts:

Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to add or remove an author,
or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the corresponding author
of the accepted manuscript and must include: (a) the reason the name should be added or removed,
or the author names rearranged and (b) written confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that
they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed. Requests that are not sent by
the corresponding author will be forwarded by the Journal Manager to the corresponding author, who
must follow the procedure as described above. Note that: (1) Journal Managers will inform the Journal
Editors of any such requests and (2) publication of the accepted manuscript in an online issue is
suspended until authorship has been agreed.
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After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to add, delete, or rearrange
author names in an article published in an online issue will follow the same policies as noted above
and result in a corrigendum.

This journal offers authors a choice in publishing their research: Open access and Subscription.

For subscription articles

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (for
more information on this and copyright, see http://www.elsevier.com/copyright). An e-mail will be
sent to the corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal
Publishing Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations
(please consult http://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other copyrighted works are
included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the
source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: please consult
http://www.elsevier.com/permissions.

For open access articles

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an 'Exclusive License
Agreement' (for more information see http://www.elsevier.com/OAauthoragreement). Permitted
reuse of open access articles is determined by the author's choice of user license (see
http://www.elsevier.com/openaccesslicenses).

Retained author rights

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights. For more information on
author rights for:

Subscription articles please see
http://www.elsevier.com/journal-authors/author-rights-and-responsibilities.

Open access articles please see http://www.elsevier.com/OAauthoragreement.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated.

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles appear in
journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving requirements as specified
as conditions of their grant awards. To learn more about existing agreements and policies please visit
http://www.elsevier.com/fundingbodies.

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open access

» Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse

¢ An open access publication fee is payable by authors or their research funder

Subscription

» Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our access programs (http://www.elsevier.com/access)

* No open access publication fee

All articles published open access will be immediately and permanently free for everyone to read
and download. Permitted reuse is defined by your choice of one of the following Creative Commons
user licenses:
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Creative Commons Attribution (CC BY): lets others distribute and copy the article, to create
extracts, abstracts, and other revised versions, adaptations or derivative works of or from an article
(such as a translation), to include in a collective work (such as an anthology), to text or data mine
the article, even for commercial purposes, as long as they credit the author(s), do not represent the
author as endorsing their adaptation of the article, and do not modify the article in such a way as
to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-ShareAlike (CC BY-NC-SA): for non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, to create extracts, abstracts and
other revised versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation),
to include in a collective work (such as an anthology), to text and data mine the article, as long as
they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the article, do
not modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation, and license their
new adaptations or creations under identical terms (CC BY-NC-SA).

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND): for non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective work
(such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do not alter or modify
the article.

To provide open access, this journal has a publication fee which needs to be met by the authors or
their research funders for each article published open access.

Your publication choice will have no effect on the peer review process or acceptance of submitted
articles.

The open access publication fee for this journal is $1800, excluding taxes. Learn more about Elsevier's
pricing policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing
to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific
English may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's
WebShop (http://webshop.elsevier.com/languageediting/) or visit our customer support site
(http://support.elsevier.com) for more information.

Qur online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail.

Manuscripts should be addressed to the appropriate regional editor:

Submissions from Japan and other Asian countries:
Professor Yuichi Hashimoto, Institute of Molecular & Cellular Biosciences, The University of Tokyo,
Japan

Submissions from Europe:
Professor H. Waldmann, Department of Chemical Biology, Max-Planck-Institut fur Molekulare
Physiologie, Dortmund, Germany

Submissions from USA, Canada, and all others:
Professor K. Janda, Department of Chemistry, The Scripps Research Institute, Maildrop: BCC 582,
10550 North Torrey Pines Road, La Jolla, CA, 92037, USA

All manuscripts will be centrally handled by the journal editorial office, which will forward manuscripts
to the regional editors:

Editorial Office

Bioorganic & Medicinal Chemistry
525 B Street, Suite 1900

San Diego, CA 92101-4495, USA
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Fax: (1) 619-699-6801
E-mail: bmc-eo@elsevier.com

Authors who are unable to submit their paper online should contact the editorial office prior to
submission at the above address.

Please submit your article via http://ees.elsevier.com/bmc

Compound characterization checklist

Characterization of new compounds: All new compounds should be fully characterized with
relevant spectroscopic data. Microanalyses should be included whenever possible. Under appropriate
circumstances, mass spectra may serve in lieu of microanalysis, if accompanied by suitable NMR
criteria for sample homogeneity.

CHARACTERIZATION OF ALL NEW COMPOUNDS HAS TO BE SPECIFIED (GIVEN) IN A COMPOUND
CHARACTERIZATION CHECKLIST.

PREPARATION

X-ray crystallographic data: Prior to submission of the manuscript, the author should deposit
crystallographic data for organic and metalorganic structures with the Cambridge Crystallographic
Data Centre. The data, without structure factors, should be sent by e-mail to deposit@ccdc.cam.ac.uk,
as an ASCII file, preferably in CIF format. Hard copy data should be sent to CCDC, 12 Union Road,
Cambridge CB2 1EZ. A checklist of data items for deposition can be obtained from the CCDC Home
Page on the World Wide Web (http://www.ccdc.cam.ac.uk) or by e-mail to: fileserv@ccdc.cam.ac.uk,
with the one-line message, send me checklist. The data will be acknowledged, within three working
days, with one CCDC deposition number per structure deposited. These numbers should be included
with the following standard text in the manuscript: Crystallographic data (excluding structure factors)
for the structures in this paper have been deposited with the Cambridge Crystallographic Data Centre
as supplementary publication nos. CCDC. Copies of the data can be obtained, free of charge, on
application to CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ, UK, (fax: +44-(0)1223-336033 or e-mail:
deposit@ccdc.cam.ac.Uk). Deposited data may be accessed by the journal and checked as part of the
refereeing process. If data are revised prior to publication, a replacement file should be sent to CCDC.

Characterization of new compounds: All new compounds should be fully characterized with
relevant spectroscopic data. Microanalyses should be included whenever possible. Under appropriate
circumstances, high-resolution mass spectra may serve in lieu of microanalysis, if accompanied by
suitable NMR criteria for sample homogeneity.

DNA sequences and GenBank Accession numbers: Many Elsevier journals cite "gene accession
numbers" in their running text and footnotes. Gene accession numbers refer to genes or DNA
sequences about which further information can be found in the databases at the National Center
for Biotechnical Information (NCBI) at the National Library of Medicine. Elsevier authors wishing to
enable other scientists to use the accession numbers cited in their papers via links to these sources,
should type this information in the following manner:

For each and every accession number cited in an article, authors should type the accession number in
bold, underlined text. Letters in the accession humber should always be capitalised. (See Example
below). This combination of letters and format will enable Elsevier's typesetters to recognise the
relevant texts as accession numbers and add the required link to GenBank's sequences.

Example: "(GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198, and BF223228), a B-cell
tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and a T-cell lymphoma
(GenBank accession no. AA361117)". Authors are encouraged to check accession numbers used very
carefully. An error in a letter or number can result in a dead link. In the final version of the
printed article, the accession number text will not appear bold or underlined. In the final version of
the electronic copy, the accession number text will be linked to the appropriate source in the NCBI
databases enabling readers to go directly to that source from the article.

Software: Software used as part of computer-aided drug/agent design (e.g., molecular modelling,
QSAR, conformational analysis, molecular dynamics) should be readily available from accepted
sources and the authors may specify where the software can be obtained. Assurance of the quality of
the parameters employed for the relevant potential functions should be detailed in the manuscript.
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It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts
(see also the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that
source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your figures
in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

Templates

Templates are provided to allow authors to view their paper in a style close to the final printed
form. Their use is optional. All manuscripts will be fully typeset from the author's electronic files. It
should be noted that due to defined typesetting standards and the complex requirements of electronic
publishing, the publisher will not always be able to exactly match the layout the author has submitted.
In particular, in the finished journal article, figures and tables are usually placed at the top or bottom
of pages. The template is only intended to be used in assisting with the preparation and submission
of manuscripts.

It should be noted that use of the journal templates is not a requirement and their adoption will neither
speed nor delay publication. Elsevier can handle most major word processing packages and in general
most formatting applied by authors for style and layout is replaced when the article is being typeset.

These templates contain a large number of macros. To ensure successful PDF conversion during online
submission, it is important that the author save a new document based on the template, rather than
saving the template itself. To use the template, the author should save the final document as a Word
file with a '.doc' extension (rather than the '.dot' extension).

The templates can be found at
http://www.elsevier.com/wps/find/P04_116.cws_home/authors_guide.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be
indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a
practical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.
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Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eqg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

Vitae

When submitting a review article, authors should include biographical information for each author
as well as a black-and-white photograph. Each biography should be one paragraph (approximately
150-200 words) and should include date and place of birth, universities attended, degrees obtained,
principal professional posts held, present title, a line or two about the major research interests, and
anything else professionally relevant that is of special interest.

+ Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

+ Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name),
please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after
the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each
affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country and area
code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal address.
Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

A Graphical abstract is mandatory for this journal. It should summarize the contents of the article in
a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must
provide images that clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts should be
submitted as a separate file in the online submission system. Image size: please provide an image
with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable
at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF
or MS Office files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration Service.

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).
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Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may
be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference
list.

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

¢ Embed the used fonts if the application provides that option.

¢ Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.

¢ Number the illustrations according to their sequence in the text.

¢ Use a logical naming convention for your artwork files.

¢ Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

* Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:

o Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

e Supply files that are too low in resolution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in
color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or on the Web only. For further information on the
preparation of electronic artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications that can arise by converting color figures to 'gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable
black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables
below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results
described elsewhere in the article.
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Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors
can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: "..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ...."

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear
in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1]J. van der Geer, J.A.). Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J. Sci. Commun.
163 (2010) 51-59.

Reference to a book:

[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York, 2000.
Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in: B.S. Jones, R.Z.
Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New York, 2009, pp. 281-304.

In the text, references should be indicated by superscript Arabic numerals which run consecutively
through the paper and appear after any punctuation. Please ensure that all references are cited in
the text and vice versa. The reference list should preferably contain only literature references though
other information (e.g., experimental details) can be placed in this section. Preferably, each reference
should contain only one literature citation. Authors are expected to check the original source reference
for accuracy. Journal titles should be abbreviated according to American Chemical Society guidelines
(The ACS Style Guide; Dodd, 1. S., Ed.; American Chemical Society: Washington, DC, 1997). A list of
currently accepted journal abbreviations may be found at http://elsevier.com/locate/bmcl. Formatting
for common references is shown below.

Scientific articles:
1. Barton, D. H. R.; Yadav-Bhatnagar, N.; Finet, J.-P.; Khamsi, J. Tetrahedron Lett. 1987, 28, 3111.
Books with editor:

2. Doe, 1. S.; Smith, J. J. In Medicinal Chemistry; Roe, P., Small, J. K., Eds.; Pergamon: Oxford, 1990;
Vol. 1, pp 301 383.

Books without editor:
3. Doe, 1. S.; Smith, J. 1. Bioorganic Chemistry; Pergamon: Oxford, 1990, Chapter 6.
Theses:

4. Doe, 1. S. Ph.D. Thesis, University of California at San Diego, January 2000.
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Patent/Chem. Abstract:
5. Lyle, F. R. U.S. Patent 6,973,257, 1995; Chem. Abstr. 1995, 123, 2870.
Abstract of meeting papers:

6. Doe, 1. S. Abstract of Papers, 195th National Meeting of the American Chemical Society, Anaheim,
CA; American Chemical Society: Washington, DC, 1995; Abstract 3028.

Material presented orally:

7. Doe, 1. S. Presented at the 195th National Meeting of the American Chemical Society, Anaheim,
CA, March 1995; paper 205.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations:
http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/.

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words and
to help readers understand what the paper is about. More information and examples are available at
http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will automatically receive an invitation
e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

This journal supports Open Data, enabling authors to submit any raw (unprocessed) research data
with their article for open access publication on ScienceDirect under the CC BY license. For more
information, please visit http://www.elsevier.com/about/research-data/open-data.

Mol files (optional): Elsevier would like to enrich your online article by visualizing and providing details
of chemical structures you define as the main chemical compounds described. For this purpose,
corresponding mol files can be uploaded via the online submission system. Each compound needs
to be submitted as a separate mol file. Please use your preferred drawing tool to export chemical
structures as mol files and ensure that they are unique, complete and do not contain any R-
groups or other variables so that a correct InChl key can be generated. For more information see
http://www.elsevier.com/mol.

This journal encourages you to include data and quantitative results as interactive plots with your
publication. To make use of this feature, please include your data as a CSV (comma-separated values)
file when you submit your manuscript. Please refer to http://www.elsevier.com/interactiveplots for
further details and formatting instructions.

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

¢ E-mail address
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s Full postal address

+ Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

* Keywords

¢ All figure captions

o All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

¢ Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

* References are in the correct format for this journal

¢ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)
» Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge)
and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-white in print
¢ If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for
printing purposes

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI
consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal
medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet received their
full bibliographic information. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article in the
journal Physics Letters B):

http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to
change.

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author (if we do
not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or, a link will be provided in
the e-mail so that authors can download the files themselves. Elsevier now provides authors with
PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader version 9 (or
higher) available free from http://get.adobe.com/reader. Instructions on how to annotate PDF files
will accompany the proofs (also given online). The exact system requirements are given at the Adobe
site: http://www.adobe.com/products/reader/tech-specs.html.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including
replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections
quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other
comments (including replies to the Query Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan
the pages and e-mail, or by post. Please use this proof only for checking the typesetting, editing,
completeness and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as
accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. We
will do everything possible to get your article published quickly and accurately. It is important to
ensure that all corrections are sent back to us in one communication: please check carefully before
replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely
your responsibility.

The corresponding author, at no cost, will be provided with a personalized link providing 50
days free access to the final published version of the article on ScienceDirect. This link can
also be used for sharing via email and social networks. For an extra charge, paper offprints
can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is accepted for
publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via Elsevier's
WebShop (http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints). Authors requiring printed copies
of multiple articles may use Elsevier WebShop's 'Create Your Own Book' service to collate multiple
articles within a single cover (http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/booklets).



104
Rocha, T.A. 2015 Avaliagdo da Citotoxicidade e A¢do Genotoxica de Extratos Organicos de Cladonia...,

AUTHOR INQUIRIES
You can track your submitted article at http://help.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/89/p/8045/.
You can track your accepted article at http://www.elsevier.com/trackarticle. You are also welcome to

contact Customer Support via http://support.elsevier.com.

© Copyright 2014 Elsevier | http://www.elsevier.com



