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RESUMO

Gliomas séao tumores cerebrais derivados da glia encefalica, e dentre eles, o
glioblastoma € o mais frequente e mais agressivo, levando a uma sobrevida em
torno de um ano apés o diagndstico. Os alcaloides sdo substancias naturais
com uma vasta diversidade estrutural e atividades farmacoldgicas, dentre
estas, atividade antitumoral. O objetivo deste estudo foi realizar uma reviséo
bibliografica dos dltimos cinco anos sobre os alcaloides descritos até hoje por
apresentarem alguma atividade antineoplasica frente a estes tumores. Foram
encontrados 38 artigos elucidando o mecanismo de acdo antitumoral de 27
alcaloides. Dentre os alcaloides pesquisados, cita-se os alcaloides da familia
das Amarilidaceas, a boldina, berberina, as metilxantinas cafeina e teobromina,
e alcaloides marinhos. Os alcaloides encontrados foram divididos em
citostéticos, citotoxicos e 0s que apresentam os dois mecanismos. O principal
efeito dos alcaloides citostaticos foi na organizacdo do citoesqueleto de actina
das células, e dos citotoxicos e dos que possuem ambas as acOes foi a
inducdo de morte celular por apoptose através de diferentes alvos. A
descoberta de novas drogas que possam diminuir a morbidade e a mortalidade
dos gliomas é necessaria. Devido a grande histéria do uso de alcaloides no
tratamento do cancer e de outras doencas, esta se mostra uma fonte muito rica
de potenciais drogas que podem vir a ser usadas no tratamento desta

malignidade.
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INTRODUCAO

Ha muito tempo o homem utiliza substancias naturais, principalmente as de
origem vegetal, para o tratamento de enfermidades (Barreiro, 1990). A busca
por alivio e cura das doencas pela ingestao de ervas e folhas pode ter sido a
primeira forma de utilizagdo dos produtos naturais na medicina (Viegas,
Bolzani, 2006).

Desde Galeno (129-199) que se procura detectar e utilizar drogas naturais sob
a forma pura, ou seja, compostos completamente isolados dos extratos
vegetais (Barreiro, 1990). Os estudos de Derosne, realizados no inicio do
século XIX, sobre a constituicdo quimica do Opio, isolamento da morfina e a
publicacdo de trabalhos sobre o principium somniferum sdo considerados 0s
pioneiros na busca pela utilizagdo de compostos isolados (Viegas, Bolzani,
2006).

Estudos focados no isolamento de principios ativos de plantas e elucidacéo de
seus mecanismos de acao continuam expressivos nos dias atuais, tanto para
gue se possa entender o que a humanidade usa empiricamente desde os
primérdios dos tempos, como para que novos candidatos a farmacos sejam
descobertos (Barreiro, 1990; Viegas, Bolzani, 2006).

O século XX também foi marcado por um avanco extraordinario na pesquisa de
produtos naturais no campo da oncologia, propiciando a descoberta de
diversas substancias utilizadas atualmente na terapéutica antineoplasica. De
fato, a maioria (60%) dos farmacos antineoplasicos introduzida na terapéutica
nas ultimas décadas teve sua origem nos produtos naturais (Newman, Cragg,
2007; Butler, 2008; Harvey, 2008).

O cancer é considerado uma doenca muito antiga. Ha relatos de egipcios,

persas e indianos, 30 séculos antes de Cristo (a.C.), referindo-se a tumores



malignos. Porém, foi sé no século IV a.C., que a escola hipocratica grega
caracterizou o cancer como um tumor soélido, que frequentemente reaparecia
apos ser extirpado, ou que se alastrava para diversas partes do corpo. Desta
época até o século XV, o cancer era visto como um desequilibrio de fluidos

(Teixeira, Fonseca, 2007).

Com o desenvolvimento do estudo da anatomia, e a descoberta de que os
orgaos sao formados por diferentes tecidos, o cancer passou a ser visto como
uma doenca local e possibilitou a compreensao de suas distintas formas e
diversas localizagdes. J& no século XIX, foi descoberto que o cancer se
desenvolve a partir de células normais, e que as metastases séo resultado do
transporte das células cancerosas pela corrente sanguinea ou linfatica. Como
tratamento, as primeiras estratégias baseavam-se em cirurgias, datadas de
1840, possibilitadas jA na época pela utilizacdo de anestésicos (Teixeira,
Fonseca, 2007).

A quimioterapia entra em uso apenas no século XX, a partir de estudos com o
gas mostarda, 0s quais demonstraram que esta substancia causava remisséo
de linfomas. E em 1942, foi desenvolvida a primeira droga antitumoral,
chamada Mecloretamina, um agente alquilante derivado do gas mostarda
(Almeida et al, 2005). Na década de 50, a utilizacdo popular do extrato da vinca
(Catharanthus roseus) como hipoglicemiante pelo povo africano chamou a
atencdo de pesquisadores. Estes trataram ratos com o extrato bruto extraido
das folhas da vinca e constataram que o mesmo causava depressdo da
atividade da medula éssea. A partir destes achados, foram isolados dois
alcaloides com grande atividade antitumoral, a vincristina e a vimblastina,
ambas consideradas um marco na historia dos quimioterapicos oriundos de
extratos vegetais (Peixoto, Caetano, 2005; Schripsema, Dagnino, Gosmann,
2003). Esta descoberta foi decisiva para incentivar a pesquisa no
desenvolvimento de novos farmacos, devido tanto ao mecanismo de acédo
anico quanto a pouca resisténcia cruzada entre essas substancias e as
inUmeras modificacGes estruturais possiveis (Schripsema, Dagnino, Gosmann,
2003).



O mecanismo de acéo dos alcaloides da vinca consiste em parada na divisdo
celular durante a metafase devido a sua ligacdo especifica com a tubulina,
inibindo sua polimerizacéo e interferindo assim, na montagem dos microtubulos
necessarios para que a mitose aconteca (Branddo et al, 2010). Atualmente,
estes alcaloides ainda s&o utilizados, por exemplo, a vimblastina em
associacdo com outros quimioterapicos € utilizada para o tratamento de
linfomas e sarcoma de Kaposi, e a vincristina para leucemia linfoblastica infantil
em diferentes protocolos terapéuticos. A vinorelbina, um derivado sintético, é
utilizada no tratamento de cancer de mama, de ovario e carcinomas de pulmao
ditos de ndo pequenas células (Schripsema, Dagnino, Gosmann, 2003;
Brandao et al, 2010).

Os gliomas estédo entre os mais de 100 tipos de canceres ja diagnosticados,.
Estes sdo tumores cerebrais, originarios das células da glia encefalica,
classificados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em: astrocitomas,

oligodendrogliomas, oligoastrocitomas e ependimomas (Louis et al, 2007).

Para 0 ano de 2014, nos EUA, segundo a American Cancer Society, estima-se
23.380 novos casos de cancer cerebral e destes, mais de 14 mil mortes
(American Cancer Society, 2014). Ja o Instituto Nacional de Céancer, estima
9.000 novos casos de cancer do Sistema Nervoso Central (SNC) para o Brasil
neste ano, sendo que na regido Sul do Brasil, este tipo de cancer é o nono
mais comum em homens, e o décimo primeiro mais comum em mulheres
(INCA, 2014).

Os gliomas derivados de astrocitos (astrocitomas), os mais prevalentes dentre
os tumores do SNC, sao subdivididos de acordo com critérios de malignidade
em: grau I astrocitoma pilocitico; grau Il; astrocitoma difuso; grau Il
astrocitoma anaplasico e grau IV: glioblastomas (Louis et al, 2007; Henriques et
al, 2003).

Os glioblastomas contabilizam em torno de 70% dos gliomas (JovCevska,
Kocevar, Komel, 2013) e sdo lesbes citologicamente malignas, mitoticamente
ativas, sao sempre infiltrativas, apresentam necrose e hemorragia e podem

possuir variantes histopatoldgicas como células gigantes, pleomorfismo celular



e nuclear (Dai, Holland, 2001). E um tipo de tumor muito agressivo e com

média de sobrevida menor que um ano (Jov€evska, Kocevar, Komel, 2013).

Glioblastomas também séo caracterizados pelo rapido crescimento e frequente
recorréncia apesar do tratamento multimodal, que envolve cirurgia extrativa em
combinagdo com radioterapia e regimes de quimioterapia. Dentre o0s
guimioterapicos usados estédo a temozolamida (Temodar®), de primeira linha, e
0 bevacizumab (Avastin®), de segunda linha; também podem ser utilizados o
irinotecan, lomustina e vincristina (Mrugala, 2013). Apesar da introducdo
recente do bevacizumab, glioblastoma ainda é considerado uma doencga “orfa”,
Ou seja, ndo atrai muitos investimentos para pesquisas em novas drogas (Jiang

et al, 2014).

Devido as varias caracteristicas de glioblastomas apresentadas aqui, a busca
por novos agentes antitumorais e novas abordagens que possam diminuir a

morbidade e mortalidade desta doenca se faz necessaria.

Dentre as classes de substancias de interesse na medicina, estdo 0s
alcaloides, moléculas  nitrogenadas, derivadas de  aminoacidos,
farmacologicamente ativas, encontradas principalmente nas angiospermas,
mas também em microrganismos e animais marinhos (Kittakoop, Mahidol,
Ruchirawat, 2014; Henriques et al, 2003). A definicdo mais aceita, nos dias
atuais, para designar este tipo de substancia, € a de Pelletier: substancia
organica, de origem natural, ciclica, contendo um nitrogénio em um estado de
oxidacdo negativo e cuja distribuicdo é limitada entre 0s organismos vivos
(Henriques et al, 2003).

Os alcaloides contendo um atomo de nitrogénio em um anel heterociclico sédo
chamados alcaloides verdadeiros e séo classificados de acordo com o sistema
anelar presente na molécula. As substancias com atomo de nitrogénio néo-
pertencente a um sistema heterociclico sdo denominados de protoalcaloides.
Compostos nitrogenados com e sem anéis heterociclicos que ndo sao
derivados de aminoacidos sdo chamados pseudoalcaloides (Henriques et al,
2003).



Os alcaloides constituem um vasto grupo de metabdlitos com grande
diversidade estrutural, e, portanto, amplo espectro de atividades biologicas
(Kittakoop, Mahidol, Ruchirawat, 2014; Henriques et al, 2003). Esse grupo
guimico tem apresentado um grande impacto através dos tempos na economia
e na medicina. O uso de extratos vegetais contendo alcaloides como
medicamento ou como veneno pode ser tracado desde os primoérdios da
civilizagdo. Atualmente, diversos alcaloides isolados, em associagdo ou seus
derivados sé&o utilizados na terapéutica (Jiang et al, 2014; Henriques et al,
2003). Na Tabela I, sdo mostradas algumas estruturas quimicas de alcaloides e

seu emprego terapéutico.

TABELA I. Alguns alcaloides utilizados na terapéutica.

Classe Alcaloide Uso
Tropanicos Anticolinérgico
Quinolinicos Antimalarico

Quinina
Opiodides Analgésico
Morfina
0
Q N—
- . . H™
Benzilisoquinolinas U Tratamento do Mal de
"o Alzheimer
Galantamina
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HEC\N N
LI e
o) Diurético

N
H,

Metilxantinas

Teofilina

Indélicos Quimioterapico

Vincristina

Dada a diversidade de alcaloides ja isolados de extratos de produtos naturais e
a falta ainda de uma estratégia terapéutica eficiente para os tumores que
acometem o SNC, o objetivo desta revisao foi realizar um compilado de
estudos sobre os alcaloides descritos até hoje por apresentarem alguma
atividade antineoplasica frente a estes tumores. Esta revisdo possui o0 intuito,
também, de contribuir e facilitar estudos futuros, pois podera ser considerada
uma fonte de apoio, apontando metodologias ja abordadas e possiveis

mecanismos de acao ja propostos para os alcaloides estudados.

METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada nas bases de dados Pubmed e Scielo, em inglés e
portugués, com as palavras glioma/glioblastoma e alcaloide (em inglés:

alkaloid). Foram analisados os trabalhos publicados nos ultimos 5 anos.

DESENVOLVIMENTO

A seguir, serdo expostos o0s principais dados encontrados referentes aos
alcaloides ja pesquisados em estudos sobre drogas antineoplasicas contra

tumores do Sistema Nervoso Central.




I. Boldina:

Este alcaloide aporfinico, de estrutura (S)-2,9-diidroxi-1,10-dimetoxi-aporfina, €
encontrado abundantemente nas folhas e cascas do Boldo do Chile (Peumus
boldus Molina), cuja infusdo é utilizada folcloricamente para o tratamento de
desordens digestivas e hepatobiliares (Speisky, Cassels, 1994). A boldina
exibe atividades farmacoldgicas como imunomoduladora (Gonzalez-Cabello et
al, 1994), antioxidante e citoprotetora (Speisky et al, 1991). Em nosso
laborat6rio, demonstramos a atividade antitumoral da boldina em linhagens
celulares de glioma humano e de rato (U138 MG, U87 MG e C6) e em um
modelo experimental de implantacdo de glioma in vivo. In vitro, a boldina é
capaz de diminuir o crescimento celular nas trés linhagens citadas acima. Na
linhagem U138MG, o mecanismo parece envolver a inducéo de parada no ciclo
celular em G2/M, observado por analise de citometria de fluxo. Diferentemente,
na linhagem de glioma de rato C6, observa-se que a boldina aumenta o
namero de células necraticas (Gerhardt et al, 2009). Utilizando o modelo in vivo
de implantacdo de glioma observamos que o tratamento com a boldina diminui
o tamanho dos tumores, e a analise do tecido com anticorpo contra a proteina
Ki67 (expressa exclusivamente em células em divisdo), sugere uma diminuicdo
do numero de mitoses. Além disso, algumas caracteristicas de malignidade
como necrose e hemorragia intratumorais também sdo menos pronunciadas
nos tumores de ratos tratados se comparados com ratos nao tratados com a
droga (Gerhardt et al, 2013). Em um ensaio de toxicidade em cultura
organotipica de hipocampo de rato, nota-se que a boldina ndo causa alteracoes
neste tecido, e, portanto, ndo é citotoxica em células ndo tumorais (Gerhardt et
al, 2009). Da mesma forma, in vivo, ndo se observam alteracdes histoldgicas
em tecido cardiaco, hepatico e intestinal ou alteracdes nas enzimas hepaticas
alanina-aminotransferase e aspartato-aminotransferase de animais sadios
tratados, mostrando a néo toxicidade da droga também in vivo (Gerhardt et al,
2013).



FIGURA 1. Estrutura da Boldina.
II. Berberina:

Berberina é um sal de ambnio quaternario do grupo das protoberberinas
pertencente ao grupo dos alcaloides isoquinolinicos (Tan et al, 2011). Usada
popularmente para infec¢gdes intestinais por parasitas, como antiarritmico, anti-
inflamatério e imunossupressor ( Abd EI-Wahab, 2013). A atividade antitumoral
para este alcaloide também ja esta descrita. Seu mecanismo de acdo parece
estar relacionado com a capacidade de interacdo com &cidos nucleicos,
principalmente DNA (Tan et al, 2011). Em um modelo in vitro de gliomas com a
linhagem T98G, a droga possui efeitos citotdxicos relacionados ao acumulo de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), efeitos pré-apoptoticos relacionados
com disfungdo mitocondrial e aumento da clivagem de PARP. Tem efeitos
sobre as proteinas Bcl-2 e Bax (Eom et al, 2010). Na linhagem C6, induz
parada no ciclo celular em G2/M, diminuindo a expressao de CDKs, ciclinas e
de Bcl-2, tem efeito pro-apoptotico ao induzir a ativacdo de caspases. Provoca
dano ao DNA, e induz a producdo de EROs (Chen et al, 2009). A
biodisponibilidade oral da berberina € muito baixa (Godugu et al, 2014; Tan et
al, 2011), em torno de 1%, devido a baixa permeacédo intestinal e baixa
solubilidade em agua, e, portanto, para efeitos terapéuticos, a dose utilizada
deveria ser muito alta (Godugu et al, 2014). Um polimero mucoadesivo de
liberacdo controlada de farmacos micronizados foi utilizado por Godugo e
colaboradores (2014) para avaliar a farmacocinética da berberina, obtendo
resultados satisfatérios quanto a biodisponibilidade. Uma revisédo sobre estudos
de sistemas de liberacdo nanoparticulados com berberina mostra que estes

provaram ter 6timos resultados (Tan et al, 2011).



FIGURA 2. Estrutura da Berberina.

Ill.  Alcaloides da Familia das Amarilidaceas:

A familia Amaryllidaceae € um grupo de monocotiledéneas que mais de mil
espécies e é encontrado nos tropicos e regides temperadas. Dentre os géneros
mais conhecidos desta familia estdo: Narcissus, Crinum, Lycoris, Amaryllis,
Nerine, entre outros (Takos, Rook, 2013). O primeiro alcaloide isolado, em
1887, foi a licorina de Narcissus pseudonarcissus (Van Goietsenoven et al,
2010; Lamoral-Theys et al, 2009) e estima-se que atualmente, mais de 300
alcaloides tenham sido isolados das plantas desta familia (Takos, Rook, 2013).
Estes alcaloides sao classificados em grupos, de acordo com suas
semelhancas estruturais e, embora os alcaloides de Amaryllidaceae tenham
diversos tipos estruturais, todos s&o biogeneticamente derivados da
norbeladina (Takos, Rook, 2013; Lamoral-Theys et al, 2010).

O estudo sobre os alcaloides derivados dessas plantas iniciou-se apds o
isolamento da galantamina, nos anos 1950, um alcaloide inibidor reversivel da
acetilcolinesterase, utilizado atualmente no tratamento da doenca de Alzheimer

(Van Goietsenoven et al, 2010).

C) (b) (c) (d)

FIGURA 3. Estrutura dos alcaldides da familia das Amariliddceas. (a) Licorina. (b)
Bulbispermina. (c) Narciclasina e (d) Pancratistatina.



a) Licorina e derivados:

A licorina, um alcaloide com um anel tipo pirrolo[de]fenantridina[33], que pode
ser encontrado em varios géneros da familia das Amarilidaceas, como Clivia,
Galanthus, Haemanthus, Lycoris e Narcissus. Dentre suas atividades
farmacoldgicas ja reportadas estdo: anti-inflamatéria, antimalarica, antiviral,
emética e antitumoral (Takos, Rook, 2013). Estudos sobre a atividade
antitumoral da licorina mostram que este alcaloide possui atividade contra
linhagens resistentes ou sensiveis a estimulos pré-apoptéticos (Van
Goietsenoven et al, 2010; Lamoral-Theys et al, 2009). Apesar de seu
mecanismo de acdo ainda ndo estar completamente elucidado, Lamoral-Theys
(2009) mostrou que a licorina, na concentracdo de 5uM, é capaz de inibir a
proliferacdo sem induzir morte celular na linhagem de glioblastoma U373, e
este efeito citostatico que, provavelmente acontece durante a citocinese, ocorre
parcialmente pelo aumento da actina polimerizada nas células, e portanto pelo
aumento da rigidez do citoesqueleto de actina. Outros estudos mostram que a
licorina também € capaz de induzir apoptose e parada no ciclo celular de
diversas linhagens de cancer (Li et al, 2012), bem como supressao da
angiogénese em cancer ovariano (Cao et al, 2013). Hao, Shen e Zhao (2013),
em seu estudo sobre os alcaloides da Lycoris radiata, mostraram que o
alcaloide (+)-5,6-dehidrolicorina exibiu potente acdo citotoxica contra as
linhagens de glioma CHG-5, SHG-44, U251, com acdo comparavel a da
licorina. Em um estudo conduzido por Katoch e colaboradores (2013) com a
linhagem de glioma C6, a licorina exibiu um IC50 (concentragdo inibitéria
maxima para 50% da populacdo em estudo) menor que 10 pg/mL, sendo o
alcaloide encontrado na Zephyranthes grandiflora, outra planta da familia das
Amarilidaceas com maior atividade antitumoral. Devido a alta atividade
antitumoral apresentada por este alcaloide e por sua baixa solubilidade em
agua, derivados estruturais da licorina ainda séo sintetizados e analisados
(Wang et al, 2014; Evdokimov et al, 2011, Lamoral-Theys et al, 2010).

b) Esqueleto tipo Crinina:

A bulbispermina ou hamaina ((3a,11R,13p)-1,2-Dideidrocrinana-3,11-diol),

encontrada abundantemente nas plantas da espécie Crinum bulbispermum, foi



estudada por Luchetti e colaboradores (2012) contra gliomas, utilizando uma
linhagem sensivel a estimulos apoptoticos (oligodendroma anaplasico —
Hs683), linhagens resistentes (U373-MG e T98G) e uma de resisténcia
desconhecida a estimulos apoptoticos (U87). Neste estudo, observa-se que a
bulbispermina teve poténcias comparaveis entre as linhagens e, portanto, ndo
as discrimina neste critério. Seu efeito é citostatico, sem induzir morte celular
nas linhagens U373 e U87. A bulbispermina é capaz de aumentar a rigidez do
citoesqueleto, por aumentar a polimerizagdo da actina, tendo um mecanismo

de agcao semelhante ao da licorina.
c) Outros alcaloides da familia das Amarilidaceas

Alcaloides do grupo isocarbostiril, como a narciclasina e pancratistatina, foram
estudados e exibiram atividade antitumoral contra células de varias linhagens
de glioma. A narciclasina se mostra 100 vezes mais potente que a licorina na
sua atividade citostatica, porém devido a sua alta toxicidade revelada por
ensaios pré-clinicos realizados pelo Nacional Cancer Institute (Instituto
Nacional do Céncer, Estados Unidos) na década de 1970, a pesquisa foi
deixada de lado na época (Van Goietsenoven et al, 2013; Van Goietsenoven et
al, 2010), porém recentemente retomada por grupos de pesquisadores, em
busca de mudancas estruturais que diminuissem sua toxicidade e
aumentassem sua solubilidade em &agua (Van Goietsenoven et al, 2013;
Evidente et al, 2009). Seu mecanismo de acdo esta envolvido com a inibi¢cao
da sintese proteica, devido a sua ligacdo com a subunidade 60S no ribossomo
(Van Goietsenoven et al, 2013), na organizacédo do citoesqueleto de actina, e
também nas vias de sinalizagcdo que controlam a organizacdo do mesmo
(Lefranc et al, 2009). A pancratistatina parece ter um mecanismo de acéo
citotoxico, induzindo apoptose em células de neuroblastoma humano SHSY-
5Y. Nestas, a pancratistatina é capaz de elevar a producdo de EROs e em
adicdo aumenta a permeabilidade da membrana mitocondrial, causando uma

disfuncéo e levando a apoptose (Van Goietsenoven et al, 2013).

IV.  Piplartina (Piperlongumina):



E um alcaloide/amida, de estrutura 5,6-dihidro-1-[(2E)-1-0x0-3-(3,4,5-
trimetoxifenil)-2-propenil]-2(1H)-piridinona, encontrado nas plantas do género
Piper, como, por exemplo, a pimenta longa (Piper longum L.) (Wang et al,
2014). Seu uso é relatado ha milhares de anos pela medicina Ayurvédica, para
o tratamento de doencas respiratorias e gastrintestinais (Liu et al, 2014). Dentre
suas atividades farmacoldgicas estdo leishmanicida, atividade ansiolitica e
antidepressiva, antiagregante plaguetaria (Bezerra et al, 2012). Os estudos das
atividades da piplartina comecaram na década de 1990 (Wang et al, 2014) e
esta droga ainda desperta o interesse de pesquisadores para elucidar seu
mecanismo de acdo. Raj e colaboradores (2011) demonstram, com seu estudo,
gue o tratamento com piplartina induz morte celular/apoptose seletivamente em
vérias linhagens de cancer, como osteossarcoma, cancer de mama e de colon,
mas nao em células normais, modulando a expressao de membros de vias de
sinalizacdo de sobrevivéncia e apoptose, como as proteinas p53 e Bcl-2.
Mostram também que a atividade citotdxica esta associada a uma diminuicao
de GSH (glutationa na forma reduzida) e aumento da GSSG (glutationa na
forma oxidada), pela propriedade da piplartina de se ligar a enzima GSTpi
(Glutationa-S Transferase pi), responsavel pela regulacdo do estresse
oxidativo. Somado a isso, o fato de a piplartina ser um alcaloide lipofilico, esta
€ capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica (Liu et al, 2014), e,
portanto, pode ser promissora no tratamento de gliomas. Liu e colaboradores
(2014) analisaram o efeito deste alcaloide nas linhagens de glioma LN229, U87
MG, 8MG BA. Seus resultados mostram que a piplartina tem efeitos citotoxicos
nas trés linhagens. H4 um aumento do ndmero de células com nucleo
condensado, um indicativo de morte celular por apoptose, corroborado pelo
experimento com citometria de fluxo com co-marcacédo com lodeto de Propidio
e Anexina V. Seus resultados também corroboram com o que foi mostrado por
Raj et al (2011), que a piplartina é capaz de exacerbar o acumulo de espécies
reativas de oxigénio intracelular, bem como diminuir a GSH, prejudicando a
regulacdo do estresse oxidativo. Foram estudadas também duas proteinas de
sinalizacéo ativadas por EROs, a JNK e p38, cujos niveis de ambas proteinas
fosforiladas aumentaram com o tratamento, com aumento da expressao de p-
JNK mais proeminente em LN229 e de p-p38 mais proeminente em U87,

mostrando que as linhagens tem diferengas entre si. Experimentos realizados



com a co-incubacdo com um antioxidante, mostram que este € capaz de inibir o
efeito citotoxico da piplartina nas linhagens de glioma, diminuindo as EROs,
bem como a expressao de JNK e p38 nas formas fosforiladas, mostrando que a
ativacdo de ambas as proteinas é dependente de EROs. A incubacdo com
inibidores de JNK e p38 diminui a morte celular, mas ndo o acimulo de EROs.
O estudo mostrou também que a piplartina ndo teve efeito sobre ERK e Akt (Liu
et al, 2014).

by

Quanto a relagdo estrutura-atividade, Adams e colaboradores (2012)
demonstraram que a eletrofilicidade da dupla ligacao entre C1-C2 na molécula
da piplartina é essencial para sua atividade citotéxica, bem como a ligacédo
dupla entre C7-C8. Além disso, verificou-se que dimeros da molécula, unidos
através de uma ligacao éter no grupo alcoxi em C12 tem a poténcia aumentada
em relacdo a viabilidade celular cerca de 20 vezes em relacdo a propria
piplartina (Adams et al, 2012).

Critico para toxicidade
Aumento dos niveis de EROs
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FIGURA 4. Relacdo Estrutura-Atividade da Piperlongumina. Adaptado de Boskovic et al
(2013).

V. Harmol:

Este alcaloide inddlico 3-carbolinico de estrutura 1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-7-
ol tem uma distribuicdo diversificada, podendo ser encontrado em plantas,
vinhos, fumaca de cigarro e tecidos de mamiferos. Nas plantas, € encontrado
nas familias Passifloraceae, Malphighiaceae, Zygophyllaceae, entre outras
(Moura et al, 2008). Dentre as pesquisas que demonstram sua atividade

antitumoral contra gliomas, Abe e Kokuba (2013) estudaram o efeito deste



alcaloide sobre a linhagem de glioma humano U251-MG, a fim de elucidar seu
mecanismo de acdo. Em seu estudo, entdo, comprovaram que o harmol inibe a
proliferacédo celular nessa linhagem. O harmol é capaz de aumentar o nimero
de autofagossomos, e aumentar a expressao da proteina LC3 I, essencial para
a formacdo dos mesmos e dos fagolisossomos. Corroborando o0s primeiros
achados, experimentos com inibidores de autofagia em seus estagios iniciais,
mostraram diminuicdo da expressédo de LC3 Il, e em seus estagios finais ndo
impediram o acumulo desta proteina, e, que mesmo com a autofagia inibida,
ocorre apoptose. Apenas apos 36 horas de tratamento com o harmol, observa-
se aumento das caspases 3 e 9, aumento da clivagem de PARP, e supressao
da expressao das proteinas p-Akt, p-mTOR e survivina. Observa-se entdo, que
este alcaloide é capaz de induzir autofagia e subsequente apoptose nas células
da linhagem de glioma U251-MG (Abe, Kokuba, 2013). A supressdo da
survivina pode estar relacionada a inibicdo da proteina Haspin cinase (Haploid
Germ Cell-Specific Nuclear Protein Kinase, também conhecida como Germ Cell
Specific Gene-2; Gsg2), envolvida na mitose e relacionada a surviviva (Cuny et
al, 2012).
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FIGURA 5. Estrutura quimica do Harmol.

VI.  Metilxantinas:

Sao pseudo-alcaloides, derivadas de bases puricas, constituintes de varias
bebidas alimenticias ou estimulantes nao-alcodlicas, e possuem diversas
atividades farmacologicas (Rates, 2003). S&o conhecidas por serem inibidoras
de adenosina-monofosfato fosfodiesterase e aumentar concentragdes

intracelulares de cAMP (Sugimoto, 2014). Dentre elas temos:
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FIGURA 6. Estruturas das metilxantinas abordadas neste estudo. (a) Cafeina, (b)

Teobromina e (c) Propentofilina.

a) Cafeina:

Substancia neuroativa mais consumida no mundo (Rates, 2003). Seus
mecanismos de acao estdo envolvidos com apoptose e supressdo da
proliferacdo celular. Na linhagem U87MG, de uma maneira dose e tempo-
dependente, a cafeina é capaz de reduzir a viabilidade celular, diminuir a
sintese de DNA, provocar parada do ciclo celular em GO/G1, diminuir a
fosforilagdo da proteina Rb, aumentar a clivagem de caspase-3 e PARP, na
concentracdo de 5 uM. Em uma maior concentracdo, 20uM, a cafeina diminui a
formacdo de colbnias de células em cultura apds duas semanas, induzindo a
expressdo de p2l, aumentando a fosforilacdo de GSK3[. In vivo, em um
modelo de xenoenxerto, o tratamento mostrou que a cafeina também é capaz
de induzir a fosforilacdo de p21 e de GKS3[3, e aumento do indice de apoptose
(Ku et al, 2011). Em outro estudo, mostra-se que a cafeina induz sensibilizagdo
a radioterapia em linhagens de gliomas com deficiéncia de PTEN (U87MG),
mas ndo em linhagens ndo deficientes (EA14, astrocitoma anaplésico grau lll),
e esta sensibilizacdo € independente da expressdo de p53. Além disso, a
cafeina tem como alvo a via de sinalizacdo PI3K/Akt, diminuindo a expresséo
da p-Akt (Sinn et al, 2010).

b) Teobromina:
Derivada da cafeina, esta presente em produtos da Theobroma cacao (Rates,
2003). Em um estudo de Sugimoto e colaboradores (2014), em um modelo de

glioma in vitro com a linhagem U87MG, a Teobromina inibe a proliferacdo das



células de uma maneira dose-dependente. Aumenta cAMP intracelular.
Provoca mudancas na morfologia celular. Diminui fosforilacdo de ERK, de Akt e
MTOR, reduzindo a proliferagdo celular e sobrevivéncia e ainda aumenta a
fosforilacdo de p38 e JNK, proteinas que sdo ativadas por vérias formas de
estresse que induzem apoptose (Sugimoto et al, 2014).

c) Propentofilina (PPF):

Metilxantina sintética de estrutura (1-[5-oxo-hexil]-3-metil-7-propilxantina)
(Jacobs et al, 2012a). Atualmente utilizada em caes (Revimax®) como
vasodilatador  (http://www.agener.com.br/arquivos/revimax.pdf), também &
inibidor do cAMP, e da GMP ciclico fosfodiesterase (Jacobs et al, 2012). Sabe-
se gue funciona como um modulador glial com acéo direta na microglia. Jacobs
e colaboradores (2012), estudaram essa metilxantina em modelos in vitro e in
vivo de glioblastoma com a linhagem CNS-1, que possui caracteristicas
invasivas e histopatologicas semelhantes a glioblastomas humanos. Em
culturas de microglia, a PPF foi capaz de fazer com que essas células
migrassem mais lentamente, sem causar morte celular. Co-culturas da
linhagem CNS-1 e microglia sdo afetadas pelo tratamento com PPF, um dos
mecanismos é a diminuicdo da MMP-9, expressa apenas pela microglia. In
vivo, PPF mostrou-se capaz de diminuir o tamanho tumoral em um modelo de
glioma de ratos (Jacobs et al, 2012a). Outro estudo do mesmo grupo mostra
gue co-culturas de microglia expressam a proteina TROY apenas na presenca
da linhagem CNS-1, e que proteinas como p-JNK também estéo
superexpressas nessas culturas e sdo subsequentes a TROY. Em modelo in
vivo, 0s tumores também superexpressam TROY. O tratamento com a PPF é
capaz de diminuir a expressdo de TROY in vitro e in vivo, bem como das
proteinas subsequentes a TROY, nesta via de sinalizacdo (Jacobs et al,
2012b).

VIl.  Alcaloides marinhos:



Nas ultimas décadas, o interesse em moléculas bioativas derivadas de animais
marinhos aumentou. Uma dessas moléculas, a trabectedina (ecteinascidina-
743, ET-743, Yondelis®), um alcaloide tetraidroquinolinico semi-sintético, foi
aprovada em 2007 para o tratamento de de sarcomas de tecidos moles e
cancer de ovario (Felicio, Oliveira, Debonsi, 2012). E um agente alquilante que
causa uma dobra no DNA, e consequentemente, desorganizacdo do
citoesqueleto, bloqueio da divisdo celular e interfere no reconhecimento e
ligagcdo de fatores de transcricdo ou proteinas ligantes ao DNA, causando
ativacdo ou inibicdo de determinados genes, um deles responsavel pela
expressao da glicoproteina-P, associada ao efluxo de agentes quimioterapicos,
e portando, resisténcia (Costa-Lotufo et al, 2009). Um estudo recente avaliou o
perfil molecular da linhagem de glioma humano U373 apés o tratamento com
trés alcaloides da mesma classe da trabectedina, a ecteinascidina-770 (ET-
770), seu derivado e a renieramicina M. Os trés alcaloides tem efeito
antitumoral em concentracbées nanomolares, e seu mecanismo de acao esta
relacionado com a inducdo de apoptose, através do aumento da clivagem de
PARP e de caspase-3. O perfil molecular da linhagem revela que os
tratamentos tém impacto na expressao génica e, em comum, 196 genes sao
suprimidos e 6 tem expressao aumentada pelos trés alcaloides, sugerindo uma
via molecular envolvendo apoptose induzida pelas trés moléculas estudadas.
Apesar disso, outros genes ndo comuns Sao suprimidos ou superexpressos
pelos tratamentos isolados e, portanto, cada molécula € capaz de induzir
apoptose por outras vias de sinalizacdo. O composto ET-770 e seu derivado
também exibem acgdo alquilante, com um mecanismo semelhante a
trabectedina (Tabunoki et al, 2012).
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FIGURA 7. Estrutura quimica da Trabectedina.

Outros alcaloides n&do detalhados no estudo, tem diferentes mecanismos de
acao antitumoral frente a gliomas. A ciclopamina tem efeito inibidor sobre a via
de sinalizacdo Hedgehog, e inibicdo de Células-Tronco Tumorais (Lee et al,
2014; Braun et al, 2012; Heretsch et al, 2010), um subgrupo dos alcaloides 13-
carbolinicos, as cantin-6-onas e seus derivados, também tém efeito sobre estas
células-tronco (Cebridn-Torrejon et al, 2012). A Noscapina se liga a tubulina e
afeta a migracdo sobre células endoteliais, importantes na angiogénese dos
tumores (Jhaveri et al, 2011), este ultimo efeito também esta presente na
vinflunina, um derivado dos alcaloides da Vinca (Boskovic et al, 2013), e tem
efeito sinérgico com os quimioterapicos aprovados pelo FDA (Food and Drug
Administration, Estados Unidos) no tratamento de gliomas, em um modelo de
xenoenxerto (Qi et al, 2013). A paxilina, um alcaloide oriundo de
microrganismos, tem efeito pro-apoptotico em linhagens de glioma (Kang et al,

2011), ja a evodiamina induz autofagia (Liu et al, 2013).

Em um screening com as drogas aprovadas pelo FDA em 2012, ha os
seguintes alcaloides que apresentaram atividade antitumoral frente a gliomas.:
homoharringtonina, topotecan e vindesina (Jiang et al, 2014). Estudos de fase
Il com irinotecan e bevacizumab mostram crescente interesse no uso deste
alcaloide em combinacdo para o tratamento de glioblastomas primarios ou
recorrentes (Mgller et al, 2012; Reardon et al, 2012; Hasselbalch et al, 2010).

DISCUSSAO



O presente estudo levou em consideracdo 38 trabalhos cientificos
pesquisados nas bases citadas da metodologia que elucidavam o mecanismo
de acdo antitumoral de alcaloides frente a gliomas. Destes trabalhos, 11
mostravam pesquisas com alcaloides da familia das Amarilidaceas, sendo 7
sobre a licorina, 2 sobre a narciclasina, um sobre a bulbispermina e um sobre a
pancratistatina. Pesquisas com a piperlongumina resultaram em 4 trabalhos
encontrados, e com o harmol 3 pesquisas. Sobre a boldina, foram 2 trabalhos
encontrados, ambos desenvolvidos em nosso laboratério de pesquisa, mesmo
namero de trabalhos encontrados com a berberina. Dentre as metilxantinas, 2
trabalhos eram sobre a cafeina, mesmo numero que a propentofilina, e um
trabalho sobre a teobromina. Sobre alcaloides marinhos, apenas um trabalho
foi encontrado. Os outros alcaloides que apenas foram mencionados nesta
revisao, resultaram em mais 10 trabalhos encontrados, perfazendo um total de
27 alcaloides ja pesquisados por apresentarem efeito antineoplasico sobre

gliomas.

Analisando os dados encontrados, percebe-se que apesar de compartilharem
semelhangas estruturais, muitos dos alcaloides citados possuem diferentes
mecanismos de acdo. Observa-se isso comparando os alcaloides da familia
das Amarilidaceas. Enquanto a bulbispermina e a licorina compartilham o
mesmo mecanismo de acdo, a narciclasina e pancratistatina apresentam
apenas uma pequena diferenca estrutural e, provavelmente devido a isto, seus
mecanismos de acdo sdo diferentes. Ja as metilxantinas cafeina e teobromina,
também muito semelhantes em suas estruturas, possuem mecanismos de a¢ao

em comum.

Dentre os alcaloides citados, e levando em considerac&o os estudos realizados
até a presente reviséo, alguns podem ser classificados como citostaticos, por
serem capazes de induzir parada na proliferacdo celular; alguns podem ser
ditos citotoxicos por desencadearem morte celular; outros, podem apresentar
0os dois mecanismos (citostaticos e citotoxicos),e ainda, para um deles, a
Propentofilina, o0 mecanismo nao € diretamente sobre as células tumorais. Uma

sugestado de classificacdo dos alcaloides pode ser vista ha Tabela .



TABELA Il. Mecanismos de acdo dos alcaloides considerados neste estudo.

Citostaticos Citotoxicos Ambos
Licorina Pancratistatina Berberina
Bulbispermina Piperlongumina Boldina
Narciclasina Harmol Cafeina

Alcaloides marinhos Teobromina

Observa-se que, entre os alcaloides com ac¢ao citostatica, os trés pertencem a
familia das Amarilidaceas, e, portanto, dividem semelhancas estruturais. Como
ja mencionado, a licorina, bulbisperpina e narciclasina possuem acéo sobre o
citoesqueleto de actina. A capacidade que estas moléculas tém de polimerizar
a actina causa uma maior rigidez no citoesqueleto, diminuindo a flexibilidade
necessaria para a alta taxa de proliferacdo e migracao celular (Lamoral-Theys
et al, 2009). O citoesqueleto de actina controla varias funcdes celulares,
incluindo a morfologia celular, movimento e crescimento. A narciclasina

também tem acado sobre a sintese proteica.

Os alcaloides citotdxicos sdo aqueles que causam morte em células ndo
tumorais, e dentre os estudados, todos desencadeiam morte por apoptose. Sao
eles: pancratistatina, piperlongumina e os alcaloides marinhos. Apenas um, o
harmol, causa morte celular por dois mecanismos, autofagia e apoptose. A
teobromina, cafeina e berberina, citostaticas e citotoxicas também levam a este

tipo de morte.

A apoptose é um tipo de morte celular programada que envolve contracdo e
fragmentacdo do nucleo e da célula sem ruptura da membrana celular, isto
previne inflamac&o no tecido adjacente (Grivicich, Regner, Rocha, 2007). A
evasdo a apoptose é uma das caracteristicas mais marcantes de células
tumorais, como também autossuficiéncia de estimulos de crescimento
(Krakstad, Chekenya, 2010).




Uma das vias centrais na regulacdo da sobrevivéncia e supressao da apoptose
€ a via da PI3K/Akt. A proteina Akt (PKB), que é fosforilada pela PI3K, na sua
forma ativa, €, entdo, capaz de ativar ou inativar varias outras proteinas que
acabam por aumentar a expressao de genes responsaveis pela proliferacéo e
sobrevivéncia celular (Krakstad, Chekenya, 2010). Na maioria dos gliomas, ha
mutacdo do gene PTEN, um supressor tumoral, que regula negativamente a
proteina PI3K (Jiang, Uhrbom, 2012). Os alcaloides harmol e teobromina agem
diretamente sobre Akt, diminuindo sua forma fosforilada, e, portanto, regulando
negativamente a via da PI3K/Akt. O harmol age sobre essa via inibindo a

survivina, ja a cafeina é capaz de aumentar a expressao de PTEN.

A cascata de sinalizacdo PI3K/Akt também esta envolvida na regulacdo da
GSK3B;uma vez a Akt ativada, esta podera fosforilar a GSK-3@3 e torna-la
inativa. GSK-33 é uma proteina pro-apoptética capaz de regular indiretamente
os niveis de survivina, envolvida na proliferacao celular (McCubrey et al, 2014).
Observa-se um efeito de diminuicdo da fosforilacdo da proteina GSKS3MR,

induzido pelo tratamento com a cafeina.

O gene supressor de tumor TP53, regulador da integridade do genoma frente a
danos celulares, esta geralmente mutado ou inativado em gliomas (Krakstad,
Chekenya, 2010). Este codifica a proteina p53 que participa do ponto de
checagem em G1. Mutagbes no gene p53 resultam em um descontrole deste
ponto, possibilitando que células danificadas progridam para a fase S sem
reparar as lesdes, ou entrar em apoptose (Grivicich, Regner, Rocha, 2007). A
p53 € capaz de ativar a p21, proteina reguladora da progressdo da fase G1
para S no ciclo celular, controlar a fosforilagdo do complexo molecular ativo
ciclina-CDK, interrompendo o ciclo celular caso haja danos no DNA, e regular a
expressao de Bcl-2, inativando-a para levar a célula a apoptose se 0os danos ao
DNA ndo forem passiveis de reparo (Grivicich, Regner, Rocha, 2007). A
piperlongumina & capaz de agir sobre a p53, ja os antitumorais que formam
ligacdes com o DNA, impedindo seu reparo durante o ciclo celular, sdo a

berberina e os alcaloides marinhos ET-770 e seu derivado.

A Bcl-2 € uma familia de proteinas que participa ativamente na regulacdo da

apoptose. Membros como Bcl-2, inibem a apoptose, por outro lado, Bax € uma



proteina pro-apoptdtica. A expressao de Bcl-2, influenciada indiretamente pela
via PI3K/Akt, é capaz de inibir a geracdo de espécies reativas do oxigénio e a
acidificacao intracelular, bem como estabilizar o potencial de membrana da
mitocéndria. J& tanto os estimulos apoptoéticos por outras proteinas da familia
Bcl-2, quanto o aumento da producdo de EROs, levam a uma disfuncdo da
membrana mitocondrial, que libera fatores pro-apoptoticos para o citoplasma,
ativando Caspases e levando a apoptose (Grivicich, Regner, Rocha, 2007). O
aumento da producdo de EROs e disfuncdo mitocondrial, pode ser induzido
pelos alcaloides berberina e piperlongumina, esta ultima também age sobre a
proteina Bcl-2, diminuindo sua expresséo. A clivagem de protocaspases e de

PARP, proteinas cuja clivagem é indicativa de apoptose, é aumentada pelo

tratamento com os alcaloides marinhos, pela cafeina e pelo harmol.

Além da apoptose, o outro mecanismo de morte celular que pode ser induzido
pelo tratamento com alcaloides, e neste trabalho cita-se o alcaloide [3-
carbolinico harmol, é a autofagia. Autofagia envolve a formacdo de
autofagossomos em volta de macromoléculas celulares, estes se fundem com
lisossomos, onde seu conteudo interno € degradado. A proteina LC3 Il esta
envolvida em algumas fases da autofagia e € utilizada para o monitoramento
da mesma (Kimmelman, 2010). A autofagia € induzida por varias vias de
sinalizacdo mediadas por estresse celular, a traducdo destes multiplos sinais é
feito pela proteina mTOR, que age como um inibidor central da autofagia (He,
Klionsky, 2009). A atividade de mTOR é regulada pela via de sinalizacédo
PI3K/Akt, em resposta aos estimulos que a célula recebe e pela expressao de
PTEN, regulador negativo da via PI3K/Akt, e portanto, regulador negativo
também de mTOR, induzindo autofagia. A proteina p53 também esta envolvida
indiretamente na regulacdo de mTOR (Balaburski, Hontz, Murphy, 2010). A
autofagia tem um duplo papel em tumores, enquanto a inibicdo da autofagia
pode aumentar a tumorigénese, esta também é importante na manutencéo de
tumores, visto que em regifes sob estresse, como hipoxia, ha uma elevada

taxa de autofagia que leva a progressao tumoral (Kimmelman, 2010).

Alguns dos alcaloides citotoxicos citados, também s&do considerados

citostaticos, pois induzem parada no ciclo celular. Dentre os alcaloides que



apresentam essa caracteristica, estdo a boldina, berberina e cafeina. O ciclo
celular é influenciado por vérios fatores exdgenos e regulado por proteinas
qguinases dependentes de ciclinas e a formacdo ou ndo de complexos destas
com suas reguladoras, as ciclinas (Malumbres, Barbacid, 2009). As fases
sequenciais do ciclo celular sdo: G1, S, G2 e M. A fase G1 € o momento onde
a célula inicia a sintese proteica necessaria para a fase seguinte e aumenta
sua massa para suportar a divisdo. A fase S é quando ocorre a duplicacdo do
DNA. Apoés, a célula entra em fase G2 para sintetizar proteinas importantes
para a organizagcdo da cromatina e mitose. Segue-se entdo a fase M, onde
ocorre a mitose (Williams, Stoeber, 2009). De acordo com os estudos, tanto
boldina como berberina sdo capazes de induzir parada em G2/M do ciclo, ja

cafeina induz parada em GO/G1.

A teobromina também é um alcaloide apontado como citostatico, pois ela é
capaz de interferir na proteina ERK. A via de sinalizacdo MAPK/ERK,
geralmente estd superexpressa em tumores. A ERK ativa, na sua forma
fosforilada, pode ativar alvos citoplasmaticos ou nucleares que regulam a
proliferacdo celular e sobrevivéncia (Balmanno, Cook, 2009), como por
exemplo, as proteinas da familia da Bcl-2 ja citadas acima. A metilxantina
teobromina, é capaz de inibir esta proteina, e, portanto, inibir a proliferacdo

celular.

Outro alvo de antitumorais é a microglia, e neste estudo cita-se a propentofilina.
Sabe-se que a microglia é muito importante na manutencdo, progressao e
invasao tumoral. Os tumores recrutam as células da microglia e os macréfagos
do SNC pela secrecdo de varios fatores. Sua coexisténcia se da através do
estimulo que um induz ao outro (Fonseca, Badie, 2013). A microglia também
expressa a proteina TROY, em resposta ao glioma, que regula o recrutamento
das células da microglia para o tumor, e indiretamente estimula a migracdo e

invasao das células tumorais (Paulino et al, 2010).

A importancia dos alcaloides como antitumorais pode ser visualizada na
histéria e no seu atual uso e pesquisa. Enquanto os alcaloides naturais provém
de muitas fontes diferentes e, portanto tem estruturas e mecanismos diferentes,

levando a novas descobertas e novos alvos no tratamento do cancer, os



alcaloides sintéticos levam a uma otimizacdo e podem ser novas drogas
potenciais. Estudos mostram que a adicdo de esqueletos de alcaloides em
outras drogas pode levar a um aumento da poténcia das mesmas (Kittakoop,
Mahidol, Ruchirawat, 2014).

A descoberta de novas drogas que possam diminuir a morbidade e a
mortalidade dos gliomas é necessaria. Devido ao exposto nesta revisao,
pudemos perceber que a classe dos alcaloides se mostra uma fonte muito rica
de potenciais drogas, e desta forma, podem vir a ser utilizadas para o
desenvolvimento de novos farmacos para tratamento dos gliomas, uma doenca

gue, infelizmente até os dias atuais, permanece incuravel.

Lista de Acronimos: PARP: poli difosfato de adenosina-ribose polimerase; Bcl-
2: Célula B de Linfoma 2; CDK: quinase dependente de ciclina; mTOR:
proteina alvo da rapamicina em mamiferos; JNK: c-Jun N-terminal quinase;
ERK: quinase regulada por sinais extracelulares; Akt: proteina quinase B
(PKB); PI3K: fosfatidilinositol-3 quinase; LC3 Il: cadeia leve-3 da proteina
associada a microtubulos; cAMP: monofosfato de adenosina ciclico; MMP-9:
metaloproteinase de matriz 9; Rb: proteina retinoblastoma; GSK-3M3: glicogénio
sintase quinase 3B; PTEN: homdlogo fofatase e tensina deletado do
cromossomo 10; TROY: receptor de fator de necrose tumoral de embrido de

rato.
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ANEXO I: Normas da Revista Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences.

Instru¢cbes aos Autores

Escopo e Politica

Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences tem por finalidade publicar os
seguintes tipos de publicacdo: Artigos originais relacionados com as areas de
conhecimento das Ciéncias Farmacéuticas; Trabalhos de atualizacdo ou de
revisdo, que serdo incluidos quando solicitados a especialistas pela Editoria
Cientifica ou Editoria Associada ou quando submetidos em forma de Abstract
para avaliacdo quanto ao interesse. Ressalta-se a necessidade de se incluir
visdo critica dos autores, inserindo os seus trabalhos no tema e avaliando-os
em relacdo ao estado de arte no Pais; Notas Prévias relativas a novas
metodologias e resultados parciais, cuja originalidade justifique a publicacdo
rapida. Nesse caso, o limite é de 2.000 palavras, excluindo-se, tabelas, figuras
e referéncias. Podem-se incluir, no maximo, uma figura, uma tabela e 10
referéncias; Resenhas elaboradas por especialistas segundo sugestdo da
Editoria Cientifica ou Editoria Associada. Suplementos teméaticos e aqueles
relativos a eventos cientificos podem ser publicados mediante aprovacdo
prévia da Editoria Cientifica e/ou Editoria Associada.

Trabalhos relacionados a pesquisas com humanos ou animais devem,
obrigatoriamente, incluir o parecer de aprovacdo dos respectivos Comités de

Etica.

Os manuscritos que ndo atendam as instrucoes ndo serdo avaliados. Os
trabalhos elaborados por especialistas nacionais e estrangeiros devem ser

apresentados em lingua inglesa, ser originais e inéditos e destinar-se,



exclusivamente, ao Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences. Os
manuscritos submetidos ao peridodico que atenderem as “Instrucbes aos
autores” sao encaminhados para avaliagao por revisores especialistas no tema
abordado. ApGs a revisdo, cujo carater anbnimo € mantido durante todo o
processo, 0s manuscritos sdo enviados a Editoria Associada e ao Editor
Cientifico, que decidirdo sobre a publicacdo. Manuscritos recusados, passiveis
de reformulacdo, poderédo ser re-submetidos apds reestruturacdo, como novo
trabalho, iniciando outro processo de avaliagdo. Manuscritos condicionados a
reestruturagdo serao reavaliados pelos revisores. Manuscritos enviados aos
autores para revisdo devem retornar a Editoria dentro de, no maximo, dois
meses, caso contrario terdo o processo encerrado. Todas as revisdes dos
manuscritos deverdo ser acompanhadas de carta especificando as alteragdes
efetuadas no documento original. Essas mudancas devem, também, ser
indicadas diretamente no manuscrito. Manuscritos aceitos e publicados sao de
propriedade da Revista, ficando os direitos autorais a ela reservados. A
declaracdo de responsabilidade e transferéncia dos direitos autorais sera
encaminhada juntamente com o manuscrito, devendo retornar no prazo

estipulado.

Forma de apresentacdo de manuscritos:

. Estrutura

Cabecalho: constituido por: Titulo do trabalho, que deve ser breve e indicativo
da exata finalidade do trabalho; Autor(es) por extenso, indicando a(s)
instituicdo(6es) a(s) qual(is) pertence(m) mediante numeros. O autor para
correspondéncia deve ser identificado com asterisco, fornecendo o enderego
completo, incluindo o eletrénico. Estas informagdes devem constar na margem

esquerda do texto e logo apos a filiacao.



Resumo: deve apresentar a condensacao do conteudo, expondo metodologia,

resultados e conclusdes, ndo excedendo 200 palavras.

Unitermos: devem representar o conteudo do artigo, evitando-se os de

natureza genérica. Observar o limite méximo de 6(seis) unitermos.

Resumo em portugués: deve ser apresentado junto ao resumo em inglés e ser
antecedido do titulo do artigo em portugués. O conteudo deve e acompanhar o

resumo em inglés.

Unitermos em portugués: devem acompanhar os unitermos em inglés e estar

abaixo do Resumo.

Introducéo: deve estabelecer com clareza o objetivo do trabalho e sua relagao
com outros trabalhos no mesmo campo. Extensas revisfes de literatura devem
ser substituidas por referéncias aos trabalhos bibliograficos mais recentes, nos

guais tais revisdes tenham sido apresentadas.

Material e Métodos: a descricdo dos métodos usados deve ser breve, porém
suficientemente clara para possibilitar a perfeita compreenséo e repeticao do
trabalho. Processos e Técnicas ja publicados, a menos que tenham sido
extensamente modificados, devem ser apenas referidos por citacdo. Estudos
em humanos e em animais devem, obrigatoriamente, fazer referéncia a

aprovagdo do Comité de Etica correspondente.

Resultados e Discussédo: deverdo ser apresentados de forma concisa e em
ordem légica. Tabelas ou figuras, quando possivel, devem substituir o texto, na

apresentacao dos dados. Sempre que pertinente, fornecer as faixas, desvios



padrdo e indicar as significancias das diferencas entre os valores numéricos
obtidos. A discussdo deve se restringir ao significado dos dados obtidos e
resultados alcancados, procurando, sempre que possivel, relacionar sua
significancia em relacéo a trabalhos anteriores da area. Especula¢cfes que néo
encontram justificativa para os dados obtidos devem ser evitadas. E facultativa

a apresentacao desses itens em separado.

Conclusdes: quando pertinentes, devem ser fundamentadas no texto.

Agradecimentos: devem constar de paragrafo a parte, antecedendo as
referéncias bibliogréficas, e ser compativeis com as exigéncias de cortesia e

divulgacao.

Referéncias bibliograficas: devem ser organizadas de acordo com as normas
da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas - ABNT NBR-6023, ordenadas
alfabeticamente no fim do artigo incluindo os nomes de todos os autores. A
exatidao das referéncias bibliogréficas € de responsabilidade dos autores. Para

exemplos, consultar o site www.bcq.usp.br.

. Apresentacdo dos originais:

Os trabalhos devem ser apresentados em lauda padréo (de 30 a 36 linhas com
espaco 1,5), utilizando o programa Word for Windows. Os trabalhos,
acompanhados de carta de encaminhamento assinada por todos os autores,

devem ser enviados, apenas por via eletrénica.

. Informagdes Adicionais:



Citacdo bibliografica: As citacdes bibliograficas devem ser apresentadas no
texto pelo(s) nome(s) do(s) autor(es), com apenas a inicial em maiusculo,
seguidas do ano de publicacdo. No caso de haver mais de trés autores, citar o
primeiro e acrescentar a expresséo et al. Caso haja mais de uma citagdo com
mesmos autores e mesmo ano de publicacdo, diferencia-las com letras

minusculas junto ao ano.

llustracdes: As ilustracdes (graficos, tabelas, férmulas quimicas, equacdes,
mapas, figuras, fotografias) devem ser incluidas no texto, o mais préximo
possivel das respectivas citacdes. Mapas, figuras e fotografias devem ser,
também, apresentados em arquivos separados e digitalizadas em formato TIF
ou JPG com resolucdo de 300 dpi. Cada fasciculo da BJPS reproduzira, na
capa, figura escolhida de um dos trabalhos. As tabelas devem ser numeradas
consecutivamente em algarismos romanos e as figuras em algarismos
arabicos, seguidos do titulo. As palavras TABELA e FIGURA devem aparecer
em mailsculas apenas no titulo ou na legenda, respectivamente. Legendas e

titulos devem acompanha-las nos arquivos separados, assim como no texto.

Nomenclatura: pesos, medidas, nomes de plantas, animais e substancias
guimicas devem estar de acordo com as regras internacionais de
nomenclatura. A grafia dos nomes de farmacos deve seguir, no caso de artigos
nacionais, as Denominac6es Comuns Brasileiras (DCB) em vigor, podendo ser

mencionados uma vez (entre parénteses, com inicial maiuscula) os registrados.



