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RESUMO

As cucurbitacinas sdo triterpenos tetraciclicos altamente oxigenados. O presente trabalho
visou a avaliar as propriedades anticancer de trés cucurbitacinas (2p3,3p3,16a,20(R),25-
pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona (1), 2p,3p,16a,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5,23(E)-
dien-22-ona (deacetilpicracina, 2) e 2p,33,160,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-11,22-
diona (cucurbitacina P, 3) em modelos in vitro e in vivo. Inicialmente foi avaliada a atividade
citotoxica em células mononucleadas de sangue periférico humano. Em seguida utilizou-se a
linhagem tumoral HL-60 para determinar a viabilidade celular pelo método por exclusdo por
azul de tripan, a morfologia celular através da coloracéo diferencial com hematoxilina/eosina,
a capacidade proliferativa através do método da incorporacdo do BrdU e a atividade indutora
de apoptose atraveés da coloracdo com laranja de acridina/brometo de etideo (LA/BE),
fragmentacdo do DNA e despolarizacdo da mitocéndria por citometria de fluxo. Nenhuma das
cucurbitacinas foi citotoxica para as células mononucleadas no ensaio do alamar blue
(Clso>25ug/mL). Os compostos reduziram o numero de células HL-60 viaveis e nenhuma
delas alterou o nimero de células ndo-viaveis na concentracdo de 5,0 pg/mL. A analise
morfolégica das células tratadas com o composto 3 indicou a presenca de muitas células com
caracteristicas apoptdticas. As células tratadas com o composto 1 e 2 apresentaram intensa
deposicdo de granulos no citoplasma (eosinofilia), fragmentacdo do DNA e irregularidades na
membrana plasmatica. O composto 1 inibiu de forma significante a incorporacdo do BrdU
(5,0 pg/mL: 22%), seguido por 2 (5,0ug/mL: 17%). A coloracdo com LA/BE revelou dréastica
reducdo do numero de células vidveis com aumento das células apoptéticas para os trés
compostos, sem aumento do nimero de células necréticas. Houve parada do ciclo celular em
na fase S e despolarizacdo da mitocondria nas células tratadas com o composto 2 (5,0pg/mL).
Apenas o0 composto 1 foi avaliado quanto a atividade anticancer in vivo em camundongos Mus
musculus Swiss transplantados com o tumor Sarcoma 180, sendo este capaz de causar 52 e
62% de inibicdo tumoral administrado isolado (25mg/Kg/dia) ou em associacdo com 0
quimioterapico 5-FU (10 + 10 mg/Kg/dia), respectivamente. A histopatologia do figado, rins
e baco dos animais tratados revelou alteracGes discretas e potencialmente reversiveis. Como
conclusdo, as cucurbitacinas estudadas apresentaram atividade antiproliferativa sobre células
tumorais HL-60 associada a inducdo de apoptose. Adicionalmente, 0 composto 1 possuiu
atividade anticancer in vivo moderada no modelo do tumor Sarcoma 180.

Palavras-chave: Cucurbitacina. Citotoxicidade. Anticancer. Apoptose.



ABSTRACT
STUDY ON THE ANTICANCER PROPERTIES IN VITRO AND IN VIVO OF
CUCURBITAIN TRITERPENES (CUCURBITACINS) OBTAINED FROM THE PLANT

Cayaponia racemosa COGN.

Cucurbitacins are a group of highly oxygenated tetracyclic triterpenoids. This study aimed to
evaluate the anticancer properties of three cucurbitacins (23,3p3,16a,20(R),25-pentahydroxy-
cucurbita-5-ene-22-ona (1), 2B,3p,16a,20(R),25-pentahydroxy-cucurbita-5,23(E)-diene-22-
ona (deacetylpicracin, 2) and 28,3p3,16a,20(R),25-pentahydroxy-cucurbita-5-ene-11,22-dione
(cucurbitacin P, 3) on in vitro and in vivo models. First, the cytotoxic activity on human
peripheral mononuclear blood cells (PMBC) by alamar blue method, cell viability by tripan
blue exclusion method, morphological changes using hematoxylin/eosin (HE) staining,
proliferative capability using BrdU incorporation method and the induction of apoptosis using
acridine orange/ethidium bromide (AO/EB) staining were evaluated. None of cucurbitacins
was cytotoxic to PMBC in alamar blue test (ICso>25ug/ml). The tripan blue exclusion test
revealed that, except compound 3 (2.5ug/ml), all cucurbitacins (2.5 and 5.0ug/ml) reduced the
number of viable HL-60 cells, and none of them changed the number of non-viable cells. The
morphological analysis of cells treated with 3 indicated the presence of many apoptotic cells
(cell retraction, DNA fragmentation and vacuoles) in both concentrations, confirming data
obtained by AO/EB staining. Cells treated with 1 showed intense deposition of granules in the
cytoplasm (eosinophilia), DNA fragmentation and irregularities in the plasma membrane.
Compound 2 caused intense vacuolization, deposition of granules in the cytoplasm and
plasma membrane disruption. Regarding the antiproliferative activity, compounds 1 and 2
were active. Compound 1 was the most active, showing BrdU incorporation inhibition of 17
(2.5pg/ml) and 22% (5.0pg/ml), followed by compound 2 (5.0pg/ml: 17%). The AO/EB
staining showed drastic reduction in the number of viable cells with increasing number of
apoptotic cells for all compounds, without increasing the number of necrotic cells. Then, flow
cytometry analyses were performed. The evaluation of cell membrane integrity showed
membrane disruption only on those cells treated with compound 1 (5.0ug/mL). The
assessment of nuclear DNA content distribution revealed that compound 2 induced cell cycle
arrest at S phase. Finally, mitochondrial membrane depolarization was observed in cells
treated with compound 2 (5.0ug/ml). On Sarcoma 180 tumor model, compound 1 showed
52% and 62% of antitumoral activity, alone (25mg/Kg/day) or in association to the
chemotherapeutic agent 5-FU (10 + 10 mg/kg/day), respectively. Moreover, alone or
associated with 5-FU, 1 caused increasing on spleens weight. Histopathological analysis of
liver, kidneys and spleen showed signs of slight toxicity and potentially reversible and discrete
alterations. In conclusion, cucurbitacins tested showed antiproliferative activity on HL-60
tumor cell line associated with induction of apoptosis. Additionally, compound 1 had
moderate in vivo anticancer activity in Sarcoma 180 tumor model.

Keywords: Cucurbitacin. Cytotoxicity. Anticancer. Apoptosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Produtos Naturais

A grande variedade estrutural e a promissora atividade biologica de muitos
produtos naturais tém chamado a atencdo de quimicos e de grupos que desenvolvem drogas
por décadas. Muitos dos produtos farmacéuticos mais vendidos mundialmente, rendendo
bilhdes de ddlares em vendas por ano, sdo produtos naturais ou analogos semi-sintéticos de
produtos naturais (MYLES, 2003). Tradicionalmente, os produtos naturais tém sido uma

importante fonte de produtos farmacéuticos.

A importéncia dos produtos naturais para o tratamento de doencas no homem ja
foi destacada em diversos trabalhos e os produtos naturais continuam a desempenhar um
relevante papel nos processos de pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos (BUTLER,
2004; BUTLER, 2005; CRAGG; NEWMAN, 2005; GALM; SHEN, 2007; NEWMAN;
CRAGG; SNADER, 2003; NEWMAN; CRAGG, 2006; NEWMAN; CRAGG, 2007). A
utilizacdo de plantas no tratamento de doengas no homem data de tempos remotos, com
registro na antiga China ha cerca de 2700 a.C. e em papiros egipcios por volta de 1500 a.C..
No entanto, apesar da grande importancia que a natureza e seus produtos possuem para a
humanidade, o desenvolvimento e a aplicacdo dos produtos naturais apresentaram pouco
progresso até a década de 1940 (SOUZA et al., 2007).

No final da década de 80 e inicio de 90, as companhias farmacéuticas, encorajadas
pela competicdo para desenvolver novas classes de farmacos, passaram a procurar novos
meios de acelerar esse processo e o desenvolvimento da tecnologia de high-throughput
screening (HTS) foi um dos avancos. O HTS é o processo de analisar a interagdo de um
grande nimero de efetores potenciais de atividades biologicas e seus alvos (um evento
bioldgico). Gradualmente, as companhias farmacéuticas estdo apostando nessa técnica como a
principal forma de descoberta de novos compostos. A principal vantagem do HTS ¢é a
capacidade de processar milhares de ensaios por dia, e por isso, ele baseia-se na combinagéo
de placas multipocos e processamentos roboticos. Por muitos anos, os ensaios de HTS foram

realizados em placas de 96 pocos (volume de trabalho de até 250uL). O objetivo atual das
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companhias farmacéuticas é passar para formatos mais densos e com pequenos volumes (por

exemplo, placas multipocos com 384 e 1536 pocos) (MISHRA et al., 2007).

Contudo, algumas desvantagens cercavam a pesquisa com produtos naturais em
relacdo a pesquisa com produtos sintéticos, como o fato de os produtos naturais serem
produzidos em pouca quantidade, o problema do redescobrimento de moléculas ja conhecidas
e o longo tempo gasto na purificacdo e identificagdo dos produtos. Assim, o modelo de
screening de produtos naturais estabelecido nessa época ndo foi compativel com a abordagem
do HTS e a promessa do rapido fornecimento de grandes bibliotecas de compostos sintéticos
levou muitas companhias a eliminar ou cortar drasticamente seus esforcos no screening de
produtos naturais (LAM, 2007).

Até pouco tempo atras, a tecnologia aplicada para investigar produtos naturais
com o objetivo de descobrir de novos farmacos ndo evoluia substancialmente. As novas
tecnologias que poderiam incrementar a pesquisa com produtos naturais ndao evoluiram
suficientemente de modo a equiparar a taxa de descobrimento de farmacos derivados de
produtos naturais com as demandas da industria. Além disso, a auséncia de foco por muitas
industrias farmacéuticas foi outro fator. Como existem muitas fontes diferentes de produtos
naturais, as industrias farmacéuticas tornaram-se fragmentadas em pequenos setores e 0s
estudos ficaram dispersos em varias areas, como, antiinfecciosos, antitumorais,
antihipertensivos, etc. Esses fatores levaram a percepg¢do dentro da industria de que encontrar
um produto natural promissor para o tratamento de qualquer doenca era um desafio

dispendioso e dificil, ndo valendo a pena o tempo e os custos gastos (LAM, 2007).

Recentes avangos tecnoldgicos e o desenvolvimento de novos métodos
revolucionaram o screening de produtos naturais e re-estabeleceram o0s produtos naturais

como a maior fonte de novas moléculas (LAM, 2007).

Sdo exemplos de recentes avancos na tecnologia que logo de imediato tiveram

impacto na descoberta de novas drogas:

1. Desenvolvimento de screening racionalizado, através da automacdo dos
mecanismos de preparacao de extratos e fracionamento bioguiado, otimizagé&o de processos de
fermentacdo, purificacdo, desreplicacdo e elucidacdo estrutural, possibilitando acesso mais

rapido a quantidades suficientes de moléculas isoladas.

2. Recentes avancos nas técnicas hifenadas de separacdo, como, Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (High-pressure Liquid Chromatography - HPLC) e Extracdo em
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Fase Solida (Solid Phase Extraction - SPE) com Ressonancia Magnética Nuclear (Nuclear
Magnetic Resonance - NMR) e Espectrometria de Massa (Mass Spectrometry — MS),
contribuiram bastante para o encurtamento do tempo gasto para isolamento e elucidagédo

estrutural das moléculas presentes nos extratos brutos.

3. Aprimoramento na busca por produtos naturais. A producdo de qualquer
produto natural requer processamento de uma fonte biolégica (microorganismo, planta ou
animal), a qual necessita manipulacdo experiente e equipamento especializado. Como
resultado, seriam necessarios mais recursos fisicos e tempo para explorar produtos naturais de
todas as fontes. Estreitando o foco para uma Unica fonte de produto natural, mais produtiva e
mais confiavel, pode-se maximizar o sucesso da industria farmacéutica no processo de

descoberta de novos farmacos.

4. Avancos nas metodologias de sintese organica, na biossintese combinatéria e

na genémica microbiana.

Os produtos naturais apresentam incomparavel diversidade quimica com
complexidade estrutural e potencial bioldgico. A biossintese de produtos naturais pode ser
manipulada para fornecer novos derivados com possivelmente mais qualidade e em maior
quantidade. Eles ndo servem apenas como drogas ou modelo para drogas, mas em muitos
casos levaram ao descobrimento e melhor entendimento de alvos e vias envolvidos no
processo da patologia em estudo. Como exemplo, moléculas que interagem com novos alvos.
(LAM, 2007).

Newman et al. (2003) reportaram que entre 1981 e 2002 mais de 60% das drogas
aprovadas para o tratamento de céancer eram produtos naturais ou derivados de produtos
naturais (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003). Em uma revisdo mais recente, pelo menos
23 produtos naturais e drogas derivadas de produtos naturais foram lan¢ados no mercado na
Europa, Japdo ou Estados Unidos de 2001 a 2005 para o tratamento de enfermidades como
cancer, infeccdes bacterianas e flngicas, diabetes, dislipidemia, dentre outras. Além disso,
136 produtos naturais e drogas derivadas de produtos naturais estdo em fase de estudo clinico
nas principais areas terapéuticas (BUTLER, 2005). Desta forma, produtos naturais ainda
possuem importante papel e grande potencial como fonte primaria para descoberta e

desenvolvimento de novos farmacos.

A anélise dos resumos apresentados nas Reunides Anuais da SBQ de 1997 a 2001

revela o predominio de trabalhos em fitoquimica, envolvendo principalmente isolamento e



16

determinacdo estrutural (51%) e desenvolvimento e aplicacdo de metodologias analiticas
(16%), enquanto trabalhos sobre atividade biol6gica representam cerca de 19%. Esses
numeros expressam a dificuldade que persiste em se realizar trabalhos multidisciplinares
envolvendo fitoquimica e atividade bioldgica, apesar dos pesquisadores se proporem a
realizar esse tipo de estudo (PINTO et al., 2002).

De 1997 a 2001, o numero de trabalhos com esse carater multidisciplinar
permaneceu praticamente inalterado. Todavia, a partir de 1999 observa-se um aumento
significativo de trabalhos focalizando atividade bioldgica, o que pode estar sinalizando uma
nova tendéncia que enfatiza a realizagdo de trabalhos em colaboracdo. A consolidagdo dessa
tendéncia é clara quando se verifica 0 aumento de cerca de 10% nos trabalhos enfocando
atividade biologica, passando de cerca de 16% em 1996 para 26% em 2001. Aliada a essa
perspectiva, tem-se o fato do enfoque bioldgico poder se traduzir numa possivel aplicacdo, o
que pode facilitar a obtencdo de financiamentos a pesquisa de outras fontes extra-
governamentais (PINTO et al., 2002).

1.2 Cancer

Médicos do Egito antigo (3000 a.C.) registraram doencas que, dadas suas
caracteristicas, provavelmente podiam ser classificadas como céancer. Hipocrates (377 a.C.)
também descreveu enfermidades que se assemelhavam aos canceres de estbmago, reto, mama,
utero, pele e outros 6rgdos (WORLD CANCER RESEARCH FUND, 1997). Portanto, a
presenca do cancer na humanidade ja é conhecida ha milénios. No entanto, registros que
designam a causa das mortes como sendo cancer passaram a existir na Europa apenas a partir
do século XVIII. Desde entdo, observou-se 0 aumento constante nas taxas de mortalidade por
cancer, que parecem acentuar-se apos o seculo XIX, com a chegada da industrializacdo (THE
WORLD HEALTH REPORT, 1998).

Céncer ¢ um grupo de doencas caracterizado por crescimento descontrolado e
propagacao de células anormais e se a propagagdo ndo for controlada, pode resultar em morte.
As células do cancer possuem defeitos nos mecanismos que governam a proliferacdo normal.
Entre as alteracbes encontradas nas células do tumor, algumas sdo compartilhadas pela
maioria e talvez por todos os tipos de tumores conhecidos, tais como: auto-suficiéncia da

sinalizac&o de fatores de crescimento, insensibilidade a inibidores do crescimento, inibicdo da
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morte celular programada, potencial replicativo ilimitado, angiogénese, poder de invaséo e
capacidade de metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Para uma ceélula duplicar, ela precisa reproduzir fielmente seu DNA, produzir
organelas, membranas e proteinas sollveis celulares para permitir que a célula-filha sobreviva
e distribuir o DNA e o citoplasma (contendo as organelas) igualmente para formar duas
células-filhas. Esse processo requer um controle feedback para assegurar que 0S passos
moleculares sejam sequenciais e corretamente orientados (REDDY; ODHAV; BHOOLA,
2003).

Antes se pensava que o cancer surgia quando o crescimento celular excedia a taxa
a qual as células morriam, ou seja, as células estariam se dividindo de modo descontrolado
(BERGMAN; HARRIS, 1997). Hoje ¢ aceito que o cancer é descrito como sendo produto do
mau funcionamento da regulacdo do ciclo celular, de modo que as células defeituosas ou
mutantes, que s&o normalmente mortas, continuam a progredir no ciclo celular, acumulando
mutacdes (STORY; KODYM, 1998). As mutacOes ocorrem mais comumente em proto-
onconenes e genes supressores de tumor, os quais desempenham papel importante no ciclo
celular e, portanto, no desenvolvimento do cancer. Proto-oncogenes normalmente atuam em
diferentes niveis de proliferacdo celular, mas podem promover crescimento tumoral quando
mutados. Do mesmo modo, mutacdo de genes supressores de tumor prejudica a inibicdo da
progressdo do ciclo celular, facilitando assim o crescimento (VERMEULEN;
BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003). Sdo oncogenes, her2/neu, ras, c-myc, dentre outros e
genes supressores tumorais, p53 e rb (HARTWELL; KASTAN, 1994).

Genes supressores de tumor sdo locais vulneraveis para dano no DNA por causa
do seu papel central na regulacdo da proliferagdo celular e estabilidade genémica. O gene
supressor de tumor p53 é mutado em cerca de 40% dos casos de cancer (GREENBLATT et
al., 1994).

A célula segue uma sequiéncia de eventos que é governada por fatores internos e
externos chamada ciclo celular. O estimulo para dividir comec¢a com a liberacéo de fatores de
transcrigdo pelo nucleo mediada por fatores de crescimento. As células que estdo autorizadas
para replicar passam da fase GO (fase quiescente) para a fase G1, quando ocorre crescimento
celular. Em seguida, passam da fase G1 para a fase S de sintese de DNA, ap0s passarem pelo
primeiro ponto de checagem (G1-S). A fase S € seguida pela fase G2, na qual as celulas se
preparam para a divisdo na fase M em duas células-filhas idénticas (Figura 1) (FOSTER,
2007).
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Ponto de checagem G2-M Mitose

Preparando para a mitose Fase quiescente

Crescimento celular

Sintese de DNA Ponto de checagem G1-S

Figura 1 — O ciclo celular
Fonte: (FOSTER, 2007)

A progressao do ciclo e a passagem das células de uma fase para a outra sao
acompanhadas de rigido controle. Defeitos nesse processo de regulacdo podem levar ao
acumulo de anormalidades no DNA e subsequentes patologias (FOSTER, 2007).

Um efetivo mecanismo pelo qual células danificadas sdo eliminadas é a apoptose.
A apotose € um tipo de morte celular controlada caracterizada por uma variedade de aspectos
morfolégicos e bioquimicos. Em uma célula apoptética, a cromatina sofre condensacéo e se
concentra junto a membrana nuclear, que se mantém intacta. Em seguida, ocorre formacao de
evaginacGes na membrana plasmatica (blebs) e fragmentacdo nuclear, essa ultima seguindo
um padrdo caracteristico: uma endonuclease é ativada e produz fragmentos de DNA de
tamanhos variaveis, mas sempre multiplos de 200 pares de base. O aumento do tamanho e do
namero das evaginagfes da membrana plasmatica resulta em seu rompimento e na formacéo
de particulas denominadas corpos apoptoticos. Esses sdo rapidamente reconhecidos e
fagocitados por macrofagos e células adjacentes (FADEEL; ORRENIUS, 2005).

Esses aspectos tornam-na distinta da necrose, uma forma de morte celular
descontrolada e que geralmente ocorre em resposta a profundo dano celular ou a injuria fisica.
E caracterizada por aumento do volume celular e perda da integridade da membrana
plasmaética, resultando na ruptura celular e langamento do conteudo citoplasmético no espago
extracelular. A principal consequéncia disso é a ativacdo de resposta imflamatéria (FADEEL;
ORRENIUS, 2005). Dados recentes mostram que a necrose pode ser um processo também
regulado iniciado por varios fatores, entre eles, aumento da concentragio de Ca?" intracelular,

producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio e deplecdo de energia celular (RICCI;
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ZONG, 2006). A inducdo de necrose vem atraindo a atencdo na terapia anticancer. Uma
abordagem hoje investigada € o uso de agente alquilantes para induzir necrose pela deplecéo
de energia pela via da poli(ADP-ribose) polimerase (PARP). Esta abordagem explora
diferencas no metabolismo energético entre células tumorais e células normais com o intuito
de se conseguir seletividade (HA; SNYDER, 1999; ZONG; THOMPSON, 2006). Ainda é
controverso se a resposta inflamatéria associada a necrose é benéfica para o resultado do
tratamento ou ndo. A resposta inflamatdria induzida pela necrose pode estar relacionada com
toxicidade sisttmica, mas tabém pode aumentar a eficiéncia da morte celular tumoral (JIN;
ED-DEIREY, 2005). (Figura 2).

Apoptose

Evaginacdes T '/l N

viavel

| ® A
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i) @/\
A ¢ -. | N . ")
Célula -\ L!,V

Oraanelag

Evaginacdes

Necrose

Figura 2 — Apoptose e necrose
Fonte: (GOODLETT; HORN, 2001)

Antecedendo a apoptose, existe ativagdo de proteases cisteinil da familia das caspases, em duas

distintas, mas convergentes vias. Na via extrinseca (via do “receptor de morte”), mediante interacdo com seus
ligantes, os “receptores de morte”, por exemplo, os receptores de TNF (fator de NeCrose tumoral) da
membrana plasmatica, recrutam proteinas adaptadoras FADD (do inglés fas associated death
domain) e caspases iniciadoras 8 e 10 que ativam a caspase efetora 3 para induzir apoptose.
Na via intrinseca, também chamada de via mitocondrial, sinais de morte estimulam

diretamente as mitocondrias resultando na liberacdo de citocromo c, que se liga a uma
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proteina adaptadora Apaf-1 (do inglés apoptosis activating factor-1) e recruta a caspase 9
iniciadora. Essas caspases iniciadoras podem clivar e ativar as caspases efetoras (caspase 3, 6
e 7) que clivam mdltiplas proteinas celulares e induzem apoptose (ADAMS; CORY, 2007)
(Figura 3).

Ligante de Morte — Estresse Celular
Membrana
Plasmatica |
Molécula adaptadora
Procaspase 8
v
IR
Caspase 8 ativa . . . e V‘ﬁ\"-@)
Mitocndri <.,
Citocromo C

l

Cito C, Apaf 1, ATP, Procaspase 9

(Apoptossomo)
v
Caspase3 < Caspase 9 ativa
Apoptose

Figura 3 - Passos na sinalizag8o das duas vias de apoptose
Fonte: (RUPINDER; GURPREET; MANJEET, 2007)

Por muitos anos, as a¢des citotoxicas das drogas quimioterapicas foram atribuidas
unicamente a sua capacidade de induzir morte genotoxica (KIM; KAMESAKI, 1998).
Contudo, varias evidéncias mostram que esses agentes exercem seus efeitos citotoxicos
principalmente por induzir apoptose nas células tumorais. O comprometimento do mecanismo
de apoptose esta relacionado com a imortalidade celular e carcinogénese. Dessa maneira, a
indugdo de apoptose nas células neoplésicas é vital para o tratamento do cancer (TAN et al.,
2005).
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Cerca de 5% dos cénceres sdo claramente hereditarios, quando um gene
defeituoso herdado predispOe a pessoa a um risco muito alto de desenvolver certos tipos de
canceres. O restante dos canceres ndo € hereditario, mas resulta de mutacGes que ocorrem
durante a vida, seja devido a fatores internos, como hormonios ou metabolismo de nutrientes
no interior das células, ou devido a fatores externos, como tabaco, substancias quimicas e
radiacédo solar (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2008).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2008 apontam que ocorrerdo 466.730
novos casos de cancer, nimero valido também para o ano de 2009. A excecdo do cancer de
pele do tipo ndo-melanoma (115 mil novos casos estimados), 0s tipos mais incidentes seréo os
canceres de proéstata (49 mil) e de pulmdo (27 mil) no sexo masculino e os canceres de mama
(49 mil) e de colo do utero (19 mil) no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da
magnitude observada no mundo (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2007).

1.3 Produtos naturais com atividade anticancer

As plantas tém uma longa histéria de uso no tratamento de cancer. A procura por
agentes anticancer oriundos de plantas comecou nos anos 50 com a descoberta e
desenvolvimento dos alcaldides da vinca, vimblastina e vincristina (Figura 4), e o isolamento
das podofilotoxinas citotdxicas (Figura 5). Como resultado, o Instituto Nacional do Céancer
americano (NCI) iniciou um extenso programa de coleta de plantas em 1960, focalizado
principalmente nas regides temperadas. Isso levou a descoberta de novos grupos quimicos,
incluindo taxanos e camptotecinas, que apresentavam varias atividades citotoxicas, mas o0 seu
desenvolvimento até agentes clinicos ativos levou um periodo de 30 anos, de 1960 a 1990.
Em 1986, houve um resgate das colecdes de plantas e de outros organismos com foco nas
espécies de regides tropicais e subtropicais do mundo (CRAGG; NEWMAN, 2005).

Os primeiros agentes anticancer derivados de plantas a serem introduzidos na
clinica foram os chamados alcaldides da vinca, vimblastina (Figura 4) e vincristina (Figura 4),
isolados da Catharanthus roseus (Apocynaceae). Foram utilizados pela primeira vez como
agentes anticancer no final dos anos 60 e tém contribuido para remissées em longo prazo e
cura de leucemias, cancer testicular e outros canceres. Eles agem na B-tubulina e inibem a
polimerizacdo dos microtubulos, impedindo a formacdo do fuso mitético e a progressédo da

mitose, levando a morte celular. Alguns analogos menos toxicos estdo também em uso clinico
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e 0s mais notaveis sdo vinorelbina (Figura 4) e vindesina (EFFERTH et al., 2007; FAHY,
2001; CRAGG; NEWMAN, 2005).

R1 R2
Vincristina —CHO OH
Vimblastina —CHs OH
Vinorelbina —CHs3 —H

Figura 4 - Estrutura quimica da vincristina, vimblastina e vinorelbina

A podofilotoxina (Figura 5) foi identificada primeiramente na planta Podophylum
peltatum (Berberidaceae). Ao contrario da C. Roseus, que ndo tinha uso medicinal para o
tratamento de céancer, extratos da planta P. peltatum ja eram utilizados pelos indios
americanos para o tratamento de cancer de pele e verrugas (MANN, 2002). Contudo, devido a
toxicidade da podofilotoxina, derivados semi-sintéticos foram produzidos. Etoposideo e
teniposideo (Figura 5) séo derivados semisintéticos da epipodofilotoxina (um isémero da
podofilotoxina). Esses sdo inibidores classicos da topoisomerase Il, enzima participante do

processo de duplicagédo do DNA e condensacdo dos cromossomos durante a divisdo celular, e
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estdo em uso clinico para o tratamento de linfomas, cancer brénquico e céncer testicular
(CRAGG; NEWMAN, 2005; EFFERTH et al., 2007).
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Figura 5 - Estrutura quimica da podofilotoxina, do etoposideo e teniposideo

Paclitaxel (Taxol®, Figura 6) foi primeiramente isolado da casca da planta Taxus
brevifolia (Taxaceae). Juntamente com varios precursores (exemplo: 10-deacetilbaccatin 111),
ocorrem nas folhas de espécies de Taxus e a conversdo semi-sintética dos precursores a
paclitaxel, bem como a anélogos ativos do paclitaxel, como o docetaxel, tem fornecido uma
importante fonte natural renovavel desses compostos (EFFERTH et al., 2007). Depois que 0
mecanismo de acdo do paclitaxel foi primeiro reconhecido, paclitaxel e os seus analogos por
mais de 15 anos foram os Unicos compostos conhecidos que atuavam como estabilizadores de
microtubulos, ou seja, ao contrario dos alcaldides da vinca, eles impedem a despolimerizacao
dos microtabulos (ALTMANN, 2001). Paclitaxel é usado no tratamento de cancer de mama,
ovario, e cancer de pulmao das ndo-pequenas células, enquanto que o docetaxel é usado para

o0 tratamento de cancer de mama e cancer de pulméo das ndo-pequenas células. Atualmente,
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23 taxanos estdo em fase de estudo pré-clinico para o tratamento do céancer (CRAGG;
NEWMAN, 2005). A potente atividade antimitética do paclitaxel tem afirmado este composto

como lider na quimioterapia do cancer (MYLES, 2003).
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Figura 6 - Estrutura quimica do paclitaxel e docetaxel

Outra importante classe de compostos anticancer clinicamente ativos é formada
pelos derivados da camptotecina (Figura 7), composto isolado da planta Camptotheca
acuminata (Nyssaceae). A camptotecina foi introduzida nos estudos clinicos pelo Instituto
Nacional do Cancer americano na decada de 70, mas foi retirada por causa da severa
toxicidade renal que causava. Mais tarde, os derivados mais ativos topotecan (Figura 7) e

irinotecan (Figura 7) foram desenvolvidos. Topotecan € utilizado no tratamento de cancer de
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ovario e cancer de pulmdo das ndo-pequenas células e o irinotecan é utilizado no tratamento
de cancer coloretal (CRAGG; NEWMAN, 2005).
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Figura 7 - Estrutura quimica da camptotecina, do topotecan e do irinotecan

Newman et al. (2007), do Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos,
fizeram uma revisdo de todos os agentes anticancer desenvolvidos entre 1940 e 2006. As
figuras 8 e 9 mostram que os 175 farmacos anticancer efetivamente disponiveis para o
Ocidente e Japdo podem ser categorizados como biolégicos (10%), produtos naturais (14%),
derivados de produto natural (28%), totalmente sintéticos (24%), sintético/produto natural
mimético (8%), sintese total (11%), sintese total/produto natural mimético (4%) e vacinas
(1%) (NEWMAN; CRAGG, 2007).

Usualmente, bioldgicos sdo formados por um longo peptideo (>40 residuos) ou
proteina isolada de um organismo ou célula ou produzido por biotecnologia; os derivados de
produto natural sdo, geralmente, modificacbes semi-sintéticas de um produto natural;
sintéticos sdo totalmente sintéticos, descobertos com freqiiéncia por screening aleatério ou

modificagdo de um agente ja existente; os de sintese total sdo produzidos por sintese
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completa, mas o grupo farmacoférico é ou foi de um produto natural (NEWMAN; CRAGG,
2007).

Se os bioldgicos e vacinas forem removidos, reduzindo o nimero total de 175
para 155 (100%), o numero de agentes inspirados em produtos naturais, isto é, N, ND, S/NM,
S*, S*/NM, compreendem 113 (72,9%) (NEWMAN; CRAGG, 2007). Em artigos anteriores,
a percentagem de agentes antitumorais nao-sintéticos foi 62%, excluindo-se os bioldgicos e
vacinas, sem a subdivisdo “NM” (CRAGG; NEWMAN; SNADER, 1997).

([WB ®N END OS BS/NM BS* BS'INM BY |

Figura 8 — Agentes anticancer disponiveis, periodo de 1940 a 06/2006
Fonte: (NEWMAN; CRAGG, 2007)
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Figura 9 - Agentes anticancer aprovados entre 1950 e 2006
Fonte: (NEWMAN; CRAGG, 2007)

Os graficos acima realcam o continuo papel que os produtos naturais e estruturas
derivadas ou relacionadas a produtos naturais obtidos de todas as fontes vém desempenhando
no desenvolvimento do arsenal da terapia antitumoral disponivel atualmente. Mostram ainda o
importante papel que os produtos naturais continuam desempenhando apesar do atual nimero
reduzido de programas de pesquisa com drogas baseadas em produtos naturais nas maiores
casas farmacéuticas (NEWMAN; CRAGG, 2007).

1.4 Cucurbitacinas

A potente atividade fisiologica de plantas que pertencem a familia Cucurbitaceae
é conhecida desde a antiguidade. Elas eram temidas por conta de sua alta toxicidade, mas
eram valorizadas por causa das propriedades medicinais a elas atribuidas. A utilizagdo de
cucurbitaceas data de tempos remotos. Gregos e romanos utilizaram, os doutores da ldade
Média elogiavam suas virtudes e algumas plantas foram descritas na farmacopéia inglesa de
1914 (LAVIE; GLOTTER, 1971).
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A toxicidade de plantas dessa familia ja foi citada como passagem biblica no livro
Reis 11, capitulo 4, versiculos 38 a 41: “Quando Eliseu voltou a Gélgala, a fome devastava a
terra [...]. Foi um deles ao campo para colher legumes, e encontrou uma planta silvestre;
colheu dela coloquintidas* selvagens, encheu o0 manto, voltou para casa e cortou-as em
pedacos dentro da panela da sopa, sem saber o que era. Serviu-se a refeicdo aos homens.
Logo, porém, que provaram da sopa, puseram-se a gritar: Homem de Deus, a morte esta na
panela! E ndo puderam comer. Eliseu disse-lhes: Trazei-me farinha. Jogou farinha na panela e
disse: Serve agora, para que todos comam. E ndo havia mais nada ruim na panela” (Milagre

de Eliseu) (LAVIE; GLOTTER, 1971).

A familia Cucurbitaceae possui cerca de 1280 espécies em 30 géneros distribuidos
principalmente em regides tropicais e subtropicais. No Brasil, a familia é representada por 30

géneros com um total aproximado de 200 espécies (BARROSO, 1978).

A familia compreende membros utilizados na alimentacdo, como jerimum
(Cucurbita pepo), melancia (Citrullus lanatus), maxixe (Cucumis anguria), meldo (Cucumis
melo) e pepino (Cucumis sativus) e, inclusive, na medicina popular brasileira como a
“buchinha” (Luffa operculata), “taiua” (Cayaponia tayuya e Wilbrandia ebracteata)
(GONZALEZ; DI STASI, 2002; KAWAHARA et al., 2001; PETERS; FARIAS; RIBEIRO-
DO-VALE, 1997; RIOS et al., 1990).

Cayaponia tayuya é utilizada popularmente para o tratamento de sifilis,
leptospirose, Ulceras gastricas e suas raizes possuem forte acdo analgésica e antiinflamatoria.
As raizes foram utilizadas com sucesso para o tratamento de reumatismo agudo e crénico
(RIOS et al., 1990). Conforme a parte usada, Momordica charantia pode ser purgativa,
antireumatica, bactericida, antidiabética e utilizada nas afeccdes hepaticas (CORREA, 1984).
Os frutos de Luffa operculata sdo potentes purgativos. O infuso diluido é usado em lavagens
nasais, por aspiracdo, no tratamento de sinusites (BRAGA, 1976). As raizes de Wilbrandia
ebracteata sdo amargas, purgativas, antisifilis e utilizadas contra reumatismo e hidropisia
(MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000). As sementes de Cucurbita pepo sdo vermifugas;
descascadas e frescas sdo dadas para criancas juntamente com leite de coco (MORS;
RIZZINI; PEREIRA, 2000). Finalmente, uma intrigante aplicacdo das cucurbitaceas é o
combate a hiperglicemia.

* Referéncia a espécie de cucurbitacea Citrullus colocynthis, conhecida por suas propriedades purgativas.
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O suco liofilizado dos frutos de Cucurbita ficifolia, por exemplo, tem sido
utilizado com sucesso no tratamento de diabetes tipo 2 no México (ALARCON-AGUILAR et
al., 2002).

A planta Cayaponia racemosa ¢ uma planta herbécea, trepadeira ou rastejante,
comumente conhecida no Ceara como “guardido”. De acordo com Braga (1976), a raiz
tuberosa, amarela e purgativa € empregada na hidropsia, opilacdo, prisdo de ventre,
amenorréia, epilepsia, lepra, sifilis, dermatoses e as folhas sdo usadas como cataplasma, como
detersivas das Ulceras e os frutos sdo depurativos eficazes na sifilis e nas dermatoses, fazendo
desaparecer as dores no caso de reumatismo sifilitico (BRAGA, 1976). Avaliando as plantas
medicinais da regido nordeste do Brasil, Chaves e colaboradores (2007) reportaram os dados
de Ressonancia Magnética Nuclear de H e 3C uni e bidimensionais de dois novos
triterpendides cucurbitanos isolados dos frutos de C. racemosa: 2B,3 B,16a,20(R),25-
pentahidroxi-9-metil-19-norlanost-5-en-7,22-diona ¢  2f,3B,160,20(R),25-pentahidroxi-9-
metil-19-norlanost-5-en-7,11,22-triona (CHAVES, 2007).

As cucurbitacinas parecem ser responsaveis pela maioria dos efeitos
farmacoldgicos e bioldgicos das plantas citadas e de seus extratos. Quimicamente, as
cucurbitacinas constituem um grupo diverso de compostos triterpenos tetraciclicos
oxigenados 0s quais sdo bastante conhecidos pelo sabor amargo e pela toxicidade.
Estruturalmente, sdo caracterizadas pelo esqueleto cucurbitano tetraciclico, chamado 19-
(10—>9p)-abeo-10a-lanost-5-eno (Figura 10), com uma variedade de funcionalidades de
oxigenacdo em diferentes posicGes. Tradicionalmente, as cucurbitacinas sdo arbitrariamente
divididas em 12 categorias, sendo classificadas de acordo com as funcionalidades no anel A,
modificacfes na cadeia lateral e consideracdes estereoquimicas, incorporando cucurbitacinas
de A-T (CHEN et al., 2005).
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Figura 10 - Estrutura quimica do esqueleto cucurbitano [19-(10—9p)-abeo-10a-lanost-5-eno]

Existem cerca de 50 cucurbitacinas descritas. Elas estdo presentes em plantas na
forma glicosidica ou como agliconas livres. A mais comum das formas livres é a
cucurbitacina B (DINAN; HARMATHA; LAFONT, 2001).

As cucurbitacinas foram inicialmente isoladas da familia Cucurbitaceae, e mais
tarde foram encontradas em plantas de Brassicaceae (SACHDEV-GUPTA; RADKE;
RENWICK, 1993), Cruciferae (DINAN et al., 1997), Datiscaceae (LAVIE; GLOTTER,
1971), Elaeocarpaceae (FANG et al., 1984), Scrophulariaceae (MUSZA et al., 1994; SMIT et
al., 2000), Euphorbiaceae (SACHDEV-GUPTA; RADKE; RENWICK, 1993), Rosaceae
(SARKER et al., 1999) e Thymelaeaceae (FULLER et al., 1994) entre outras.

H& muito tempo as cucurbitacinas sdo bem conhecidas por seu amargor, €
despertaram a atencdo por exercerem potentes atividades bioldgicas (DINAN et al., 1997;
MARTIN et al., 2002; METCALF, 1980; SACHDEV-GUPTA; RADKE; RENWICK, 1993),
com destaque para sua toxicidade e propriedades anticancer (BEUTLER et al., 2000; CHEN
et al., 2005; DANTAS et al., 2006; DUNCAN et al., 1996; JAYAPRAKASAM; SEERAM,;
NAIR, 2003; RAO et al.,, 1991). Particularmente nos anos 60, as cucurbitacinas foram
importantes alvos de pesquisa dentro da comunidade da quimica medicinal e da descoberta de
drogas na perspectiva de desenvolvimento de drogas anticancer (CHEN et al., 2005).

A atividade farmacoldgica de plantas, extratos brutos e fracbes purificadas obtidos

de espécies contendo cucurbitacinas ja foi reportada em vaérios trabalhos (RIOS et al., 2005).
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Ahmed et al. (2001) estudaram os efeitos hepatoprotetivos de extratos dos frutos
de Luffa echinata em ratos com hepatotoxicidade induzida por tetracloreto de carbono (CCLuy).
O grau de protecdo foi determinado por parametros bioguimicos como transaminase
glutdmica oxalacética (TGO), transaminase glutamica piravica (TGP), fosfatase alcalina
(FAL), proteinas totais (PT) e albumina total (AT). O CCls aumentou a atividade de TGO,
TGP, FAL e AT enquanto que reduziu a quantidade de PT. A administracdo dos diferentes
extratos de L. echinata na dose de 250mg/Kg preveniu a elevacdo de TGO, TGP, FAL e AT
induzida pelo CCls e reducédo de PT. Os extratos de éter de petroleo, de acetona e de metanol
reduziram a TGO de 27,6, 45,6, 38,4%, enquanto que a TGP foi de 30,8, 35,2 ¢ 48,4% e a
FAL foi de 36,0, 30,0 e 29,53%, respectivamente, sendo o extrato acetdnico o mais potente no
caso da TGO, o metandlico no caso da TGP e o extrato de éter de petréleo no caso da FAL.
Por outro lado, a porcentagem de PT foi aumentada e a de AT foi reduzida pelos diferentes
extratos (AHMED; SLAM; KHAN, 2001).

Em um estudo de Peters et al. (1997), duas cucurbitacinas foram isoladas da
planta Wilbrandia ebracteata (Cucurbitaceae) e avaliadas quanto ao potencial
antiinflamatério no modelo de edema de pata induzido por carragenina. As cucurbitacinas B e
E (Img/kg) (Figura 11) reduziram significativamente o edema apds administracdo
intraperitoneal (i.p.), inibindo o edema em 61% e 58%, respectivamente. O mecanismo de
acdo ndo foi estudado, mas levantou-se a hipotese de que ocorria inibicdo da sintese dos
produtos da enzima ciclooxigenase (COX) (PETERS; FARIAS; RIBEIRO-DO-VALE, 1997).

Os compostos acima juntamente com as cucurbitacinas D e | (Figura 11) foram
isolados dos frutos de Cucurbita andreana (Cucurbitaceae) e estudados por Jayaprakasam et
al. (2003) para avaliar a atividade antiinflamatéria através da inibicdo das enzimas COX-I e
COX-Il. Os compostos inibiram seletivamente a enzima COX-Il (cucurbitacina B: 32%,
cucurbitacina D: 29%, cucurbitacina E: 35% e cucurbitacina I: 27%). Foi mostrado que a
auséncia do grupo acetila no carbono 28 nas cucurbitacinas D e | reduziu a atividade inibitoria
comparando com as cucurbitacinas B e E, que possuem tal grupamento e apresentaram maior
atividade (JAYAPRAKASAM; SEERAM; NAIR, 2003).
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Figura 11 - Estrutura quimica das cucurbitacinas B, D, E, | e L (ou 23,24-diidrocucurbitacina 1) e 23,24-

diidrocucurbitacina E

Do extrato cloroférmico das raizes de Cayaponia tayuya estudado por Rios et al.
(1990), foram obtidas a 23,24-diidrocucurbitacina B (ou diidrocucurbitacina B) e a
cucurbitacina R (ou 23,24-diidrocucurbitacina D) (Figura 12), as quais foram estudadas para
avaliacdo da atividade antiinflamatdria (RECIO et al., 2004). Ambas demonstraram forte

atividade nos varios modelos experimentais apresentados. Contudo, a cucurbitacina R
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apresentou maior atividade em todos os experimentos, exceto no modelo de edema de pata
induzido por carragenina. Mostrou inibicdo de 61% do edema de pata induzido por
fosfolipase A2 (3mg/kg, i.p.), de 36% do edema de orelha induzido por TPA (4mg/kg) por via
oral e de 87% (0,1mg/orelha) administrada topicamente. O mecanismo de acdo da
cucurbitacina R ndo foi determinado, mas acredita-se que ela ndo afeta a atividade da 5-
lipoxigenase, nem PLA>, e nem age sobre o receptor de glicocorticoide. A diidrocucurbitacina
B exibiu um padrdo de atividade parecido com a cucurbitacina R, exceto no teste da
carragenina, no qual a primeira foi claramente mais ativa (46% de reducdo) (RECIO et al.,
2004).

23,24-diidrocucurbitacina B

Cucurbitacina R

Figura 12 - Estrutura quimica da cucurbitacina R (23,24-diidrocucurbitacina D) e 23,24-diidrocucurbitacina B

Uma das maiores prioridades da pesquisa com cucurbitacinas tem sido a
prospecc¢do dos efeitos citotdxicos e anticancer desses compostos. 1sso se deve ao fato de que
elas geralmente sdo consideradas de alta toxicidade, presumivelmente também para as células
tumorais (RIOS; ESCANDELL; RECIO, 2005).

Almeida et al. (1992) testaram a fracdo purificada do rizoma de Wilbrandia sp. e
demonstraram ndo somente que a fracdo inibia células KB (carcinoma epidermdide oral)
numa concentracdo efetiva (ECso) de 12pg/mL, mas também que ela reduziu o tamanho
relativo do tumor de ratos inoculados com carcinoma de Walker 256 em 75% (ALMEIDA;
RAO; MATQOS, 1992; RAO et al., 1991).

Em outro trabalho, Jayaprakasam et al. (2003) isolaram as cucurbitacinas B, D, E
e | (Figura 11) dos frutos de Cucurbita andreana e tambeém testaram a atividade citotoxica
desses compostos em linhagens tumorais: HCT-116 (c6lon), MCF-7 (mama), NCI-H460
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(pulmédo) e SF-268 (sistema nervoso central). Todos o0s compostos foram ativos na
concentracéo de 0,4uM, com a atividade contra HCT-116 variando de 82% para cucurbitacina
B a 65% para cucurbitacina I. Cucurbitacina B foi a mais ativa nas 4 linhagens tumorais, com
porcentagens de inibicdo de 82%, 87%, 96% e 92% de HCT-116, MCF-7, NCI-H460 e SF-
268, respectivamente. Em contraste, a cucurbitacina | foi a menos ativa contra as linhagens
tumorais. Ja que essas cucurbitacinas mostraram-se inibidoras da COX-2 em outros ensaios, e
ja que ja foi observado que ha superexpressdo de COX-2 em diferentes tipos de linhagens
tumorais, 0s autores sugeriram que a capacidade desses compostos de inibir o mecanismo da
COX-2 estava implicada no mecanismo de citotoxicidade observada (JAYAPRAKASAM,;
SEERAM; NAIR, 2003).

Adicionalmente, as cucurbitacinas B, E e | (Figura 11) juntamente com as
diidrocucurbitacinas B e E (Figuras 11 e 12), apresentaram potente atividade citotoxica contra
as linhagens tumorais NUGC-3 (carcinoma gastrico), HONE-1 (carcinoma nasofaringeo),
MCEF-7 (carcinoma de mama) e A549 (carcinoma de pulmao) no trabalho de Wu et al. (2004).

As proteinas STAT (transdutor de sinal e ativador de transcricdo) possuem papel
duplo na transducdo dos sinais e agem tanto como proteinas citoplasmaticas sinalizadoras,
como fatores de transcricdo nuclear. ApOs a ativacdo atraves de receptores com atividade
tirosinase quinase, STAT fosforiladas se dimerizam e movem-se para o nlcleo para induzir
expressdao de genes essenciais aos eventos celulares fisioldgicos normais. A ativacéo
persistente de STATSs, particularmente STAT-3, esta implicada na patogénese de diversas
malignidades (BLASKOVICH et al., 2003; KESTER et al., 2008). Vérias evidéncias apontam
que alguns membros da familia STAT estdo implicados na transformacédo de células normais
em malignas e na sobrevivéncia das células tumorais (GARCIA; JOVE, 1998). A reducéo dos
niveis de STAT-3 fosforilada causada pela cucurbitacina | (Figura 11) ja foi reportada em
varios em varias linhagens tumorais in vitro (BLASKOVICH et al., 2003; SHI et al., 2006).

Trabalhos anteriores com células Sz (linfoma de células T), ALK*ALCL (linfoma
anaplasico de grandes células linfoma anaplasico quinase positivo), NIH 3T3 (fibroblastos de
embrido de camundongo) transformadas e A549 (adenocarcinoma de pulmao) demonstraram
que a inibicdo de STAT-3 fosforilada causada pela cucurbitacina | resulta em redugéo da
expressao de genes alvos da STAT-3 e em apoptose dessas células (BLASKOVICH et al.,
2003; SHI et al., 2006; KESTER et al., 2008).

Recentemente, foi elucidado um mecanismo pelo qual a cucurbitacina B induz

apoptose em células Hep-2 (carcinoma laringeo). O composto induziu parada do ciclo celular
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em G2/M e apoptose apés 24h de tratamento (0,1, 1,0 ¢ 10uM) através da supressdo da
ativacdo do STAT-3, relevante para regulacdo do ciclo celular e apoptose, além de reduzir a
expressao de genes alvos do STAT-3, como ciclina B1 e bcl-2 (LIU et al., 2008a). Por outro
lado, Haritunians et al. (2008) avaliaram o efeito antiproliferativo das cucurbitacinas B e D
(Figura 11) em um painel de linhagens tumorais hematopoiéticas humanas. Nesse screening
inicial, os efeitos da cucurbitacina B sobre as células foram maiores que os da cucurbitacina
D. Em seguida, a habilidade da cucurbitacina B em induzir expressdo de CD11b e CD14 foi
avaliada por citometria de fluxo. Esses antigenos de membrana sdo expressos durante a
diferenciacdo celular granulocitica e monocitica, respectivamente. Em 4 dias de exposi¢do ao
composto (0,5 uM), células HL-60 e U-937 apresentaram um aumento de 30 e 70% na
expressdo de CD11b, respectivamente. Além disso, 0 composto causou parada do ciclo celular
na fase S e alteragbes morfoldgicas nas células HL-60, como aumento do tamanho e
multinucleacdo, embora ndo tenha causado apoptose mesmo apds 72h de incubacdo com as
células (HARITUNIANS et al., 2008).

A adesdo celular consiste num processo de varios estagios mediado por Vérias
moléculas de adesdo. Inibidores da adesdo celular mediada por integrina podem, portanto,
apresentar potencial terapéutico antiinflamatério (MUSZA et al., 1994). Musza et al. (1994)
estudaram a inibicdo da adesdo e do crescimento de células JY (linhagem de linfocitos
transformados) pelas cucurbitacinas B, D, E, I, L (Figuras 11) e R (Figura 12). No ensaio da
inibicdo da ades&o celular, cucurbitacinas E e B foram as mais ativas com concentragdes
inibitérias submicromolares, enquanto que as cucurbitacinas | e D foram 5 vezes menos ativas
que E e B, respectivamente. Cucurbitacinas L (ou 23,24-diidrocucurbitacina 1) e R ndo
apresentaram atividade (MUSZA et al., 1994).

Nesse trabalho, observou-se que a cadeia lateral possuia um papel importante em
varios aspectos da atividade farmacoldgica de cucurbitacinas e pequenas modificacdes
estruturais na cadeia lateral, mas ndo no anel A, afetava marcadamente a poténcia de inibicao
celular. As moléculas com uma dupla ligacao entre os carbonos 23 e 24 (cucurbitacina I: Clso
0,95uM e cucurbitacina D: Clso 1,36 uM) exibiam maior citotoxicidade e também inibi¢ao da
adesdo celular quando comparadas com aquelas que ndo possuiam a dupla ligagdo
(Cucurbitacina L: Clso > 50uM e cucurbitacina R: Clsp > 50uM) (RIOS; ESCANDELL;
RECIO, 2005). Em adicdo, estudos de Duncan et al. (1996) com as cucurbitacinas B, D, E, I,
K, P e Q (Figuras 11 e 13), revelaram que somente K e P ndo apresentaram atividade

citotoxica contra a linhagem tumoral PC-3 (carcinoma da prostata). Consequentemente, 0s
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autores postularam que a auséncia da ligagdo dupla entre os carbonos 23 e 24 (cucurbitacina K

e P) e do grupo hidroxila no carbono 24 diminuia a citotoxicidade (DUNCAN et al., 1996).

CHj

e Yen Cucurbitacina Q

Figura 13 - Estrutura quimica das cucurbitacinas K, P e Q

Ito et al. (2002) isolaram as cucurbitacinas D e F (Figuras 11 e 14) de
Elaeocarpus mastersii e estudaram a citotoxicidade sobre vérias linhagens tumorais humanas.
Com valores de concentracdo inibitoria (EDso) variando de 0,01 a 0,06pg/mL, dependendo da
linhagem, a cucurbitacina D foi bastante citotoxica, comparada com a cucurbitacina F, com

valores variando de 0,1 a 1,9 pg/mL (ITO et al., 2002).
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Figura 14 - Estrutura quimica da cucurbitacina F

Smit et al. (2000) isolaram de Picrorhiza scrophulariaeflora duas cucurbitacinas,
picracina e deacetilpicracina (Figura 15), e reportaram a potente atividade inibitoria desses
compostos sobre a proliferagdo de linfécitos T estimulados. Os dois compostos apresentaram
Clso de 1uM. Dois outros ensaios foram realizados para determinar se a atividade inibitoria
encontrada poderia ser decorrente de efeitos citotoxicos. Atraves da coloracdo com diacetato
de carboxiflouresceina e iodeto de propideo foi achado uma pequena fracdo de morte celular
(<10%) para concentragdes menores que 60uM. O outro experimento, utilizando a lactato
desidrogenase (LDH), mostrou que 0s compostos ndo causaram citotoxicidade em
concentracdes de até 50M para as duas cucurbitacinas. Essas concentragcdes sdo muito mais
altas que a Clso encontrada para os dois compostos (1uM). E possivel concluir que a atividade
inibitéria da picracina e da deacetilpicracina ndo pode ser atribuida a efeitos citotéxicos. O
achado fornece base para o uso racional de P. scrophulariaeflora na China, india, no Nepal e
Tibet para o tratamento de doencas como asma e artrite. Os autores sugerem que 0 mecanismo
de acdo dos compostos pode incluir interferéncia com o citoesqueleto e subsequente inibicdo
da transducéo de sinais envolvidos na proliferacdo celular, levando a inibicéo da proliferacao
de linfocitos T (SMIT et al., 2000).
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Figura 15 - Estrutura quimica da picracina e deacetilpicracina

Embora a toxicidade das cucurbitacinas seja conhecida ha muitos anos, muito
pouco é conhecido sobre o mecanismo do efeito nos niveis celular e molecular, o que explica,
em termos relativos, o pouco avango na descoberta de medicamentos anticancer com base

nesses produtos naturais (CHEN et al., 2005).

Em um estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, foi avaliado o potencial
citotoxico das cucurbitacinas isoladas de Cayaponia racemosa (Figura 16), cucurbitacina P,
deacetilpicracina e 2f,3p,16a,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona (Figura 17), em
células HL-60 (leucemia promielocitica humana), B16 (melanoma murino), MCF-7 (mama),
HCT-8 (carcinoma de c6lon humano) e CEM (leucemia linfocitica humana) (DANTAS et al.,
2006). Os resultados mostraram que a cucurbitacina P apresentou valores de Clso variando de
0,64 a 1,71pg/mL, sendo a mais ativa, sendo seguida das cucurbitacinas 23,33,16c,20(R),25-
pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona (1,35 a 3,58ug/mL) e deacetilpicracina (2,31 a
7,68ug/mL). O ensaio de letalidade em nauplios de Artemia sp. também ressaltou a toxicidade
desses compostos com CLso (concentracdo capaz de matar 50% dos nauplios em um periodo
de tempo) variando de 29,6 pug/mL para a cucurbitacina P a 38,8ug/mL para a cucurbitacina
2[3,3B,160.,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona, sendo que a deacetilpicracina ndo
apresentou toxicidade nesse ensaio (CLso>100ug/mL). Nesse mesmo trabalho, a atividade
hemolitica em eritrocitos de camundongos e a atividade antimitotica em ovos de ourigo-do-
mar também foram avaliadas. No entanto, ndo se observou efeito significativo nesses ensaios,
sugerindo um mecanismo de acdo diferente para essas substancias em relacdo a agentes
citotoxicos ja descritos (DANTAS et al., 2006; MONTENEGRO et al., 2004;
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VASCONCELLOS et al., 2005). Desta maneira, o presente trabalho visa aprofundar os

estudos do potencial anticancer destes compostos utilizando modelos in vitro e in vivo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar as propriedades anticancer de trés cucurbitacinas obtidas da planta

Cayaponia racemosa em modelos experimentais in vitro e in vivo.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a toxicidade das cucurbitacinas as células mononucleadas de sangue

periférico humano;

e Avaliar o mecanismo de acdo anticancer in vitro das cucurbitacinas utilizando

a linhagem tumoral HL-60 como modelo;

e Auvaliar a atividade antitumoral in vivo das cucurbitacinas isoladas e em
associacdo com o quimioterdpico 5-fluorouracil em camundongos Mus musculus Swiss

transplantados com o tumor Sarcoma 180.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais utilizados

3.1.1. Equipamentos

Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2

Agitador de tubo, Donner AD 8850

Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di

Centrifuga Centimicro, FANEN Modelo 212

Centrifuga de ldaminas, Shandon Southern Cytospin

Centrifuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5403

Centrifuga Excelsa Baby, | FANEN Modelo 206

Citdmetro de fluxo, Guava EasyCyte Mini system

Espectrofotdmetro de placa DTX-880, Beckman Coulter

Fluxo laminar, VECO

Incubadora de células, (CO2 Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow
Maquina fotografica digital, Olympus C-7070

Microondas, Panasonic

Microscopio de fluorescéncia, Olympus Modelo BX41

Microscopio optico de inversdo, Nikon Diaphot

Microscopio optico, Metrimpex Hungary/PZO-Labimex Modelo Studar lab
Micrétomo, Slee Mainz

pHmetro, Micronal B474

Pipetas automaticas, Gilson



3.1.2 Solucdes, reagentes e farmacos

Quadro 1 — Solugdes, reagentes e farmacos
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Acido Acético 32N REAGEN
Acido Cloridrico 0,1 N VETEC
Acetato de etila - MERK
Alamar blue - SIGMA
1 uL de anticorpo anti-BrdU SIGMA
Anticorpo Anti — BrdU
BSA 5% q.s.p. 500 uL de solugdo DAKO
Anticorpo secundario
Biotinilado 1 uL de anticorpo biotinilado DAKO
10 mg de azul de tripan SIGMA
Azul de tripan 10%
PBS g.s.p. 100 mL de solucdo -
BrdU 10mM SIGMA
Citrato de Sodio - GRUPO QUIMICA
Cloreto de Sodio (NaCl) - LABSYNTH
5 uL de DAB IMMUNOTECH
Diaminobenzidina (DAB) ' de Tris-Hcl (Tris 0,05M) pH= " ppaouIMIOS
2 uL de H202 PROQUIMIOS
Dimetilsulfoxido (DMSO) - VETEC
Doxorrubicina - SIGMA
0,5 g de Eosina DOLES

Eosina 0,5%

80 mL de Alcool etilico
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0,5 mL de Acido acético

20 mL de H20 -
1 uL de Estreptavidina - peroxidase DAKO
Estreptavidina-peroxidase
BSA 5% q.s.p. 100 uL de solugdo DAKO
Ficoll - SIGMA
Fitohemaglutinina - SIGMA
100 mL de formaldeido )
Formaldeido 10 % DINAMICA
H0q.s.p. 1L
7,0 g de Hematoxilina VETEC
50 mL de Alcool absoluto VETEC
Hematoxilina 0,1% 100 g de Aldmen de potassio VETEC
2,5 g Oxido amarelo de mercurio VETEC
H20 g.s.p. 950 mL de solucéo -
5 mg de iodeto de propideo SIGMA
lodeto de propideo 50 pg/mL
PBS g.s.p. 50 mL
19 de laranja de acridina
FLUKA
Laranja de Acridina (100ug/mL)
H20 g.s.p. 10mL de solucéo -
Diluido em agua deionizada, filtrado
em filtro millipore (0,22 pum) e
Meio de cultura para células  complementado com SBF 10 %, 1 %
RPMI 1640 de glutamina, 1 % de antibidticos, 1
% de bicarbonato de sddio (0,75 %)
CULTILAB
e 25 mM de HEPES
Penicilina 10.000 U.I./mL CULTILAB
Penicilina — estreptomicina
Estreptomicina 10 mg/mL CULTILAB

Ringer-lactato

Cloreto de Sodio = 0,600g

LABORATORIOS
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Cloreto de Potassio = 0,030¢ BIOSINTETICA
Cloreto de Calcio 2H>0 = 0,020g
Lactato de Sodio = 0,309
Agua g.s.p. 100 mL
Rodamina 123 - SIGMA
Cloreto de sdédio 1,5 M LABSYNTH
Citrato de sodio 0,15 M GRUPO
SSC 10X QUIMICA
H>O -
GENTAMICIN
Sulfato de Gentamicina -
NOVAFARMA
Soro fetal bovino - CULTILAB
8,766 g de Cloreto de sodio LABSYNTH
2,14 g de NaHPO4.7H,0 LABSYNTH
Tampao fosfato (PBS)
0,276 g de NaHPO4.H20 LABSYNTH
H20 g.s.p. 1 L de solugdo (pH =7,2) -
Cloreto de sédio 1,5 M LABSYNTH
Tampdo Tris (TBS) 10X Tris 0,5 M (pH=7,6) PROQUIMIOS
H20 -
50mL de Tripsina 2,5% CULTILAB
Tripsina 0,25% 0,125q de EDTA PROQUIMIOS
450mL de PBS -
Triton X -100 - ISOFAR
100 mL de formaldeido R
Xilol 10 % DINAMICA

H20 g.s.p. 1L




46

ICN

5- Fluorouracil 2,5 mg/mL ~
FARMACEUTICA

3.1.3 Modelos bioldgicos

Camundongos Mus musculus da linhagem Swiss
Linhagens tumorais mantidas em cultura

Células mononucleadas de sangue periférico isoladas de voluntarios sadios

3.2 Metodologia Experimental

3.2.1 Obtencdo das cucurbitacinas de Cayaponia racemosa

A extracdo e o isolamento dos compostos foram realizados no Departamento de
Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara sob a supervisdo do Prof.

Dr. Francisco José Queiroz Monte.

Cayaponia racemosa Cogn. foi coletada em lpueiras e Baturité-CE, onde é
vulgarmente chamada de “guardido”. Os frutos coletados em Ipueiras foram secos e
submetidos a extracdo com hexano e etanol sucessivamente a temperatura ambiente. O extrato
etanolico (30,79) forneceu uma fracdo (4,29) eluida com acetato de etila proveniente de uma
coluna filtrante denominada CRF. CRF (650mg) foi submetida a uma cromatografia de média
pressao (flash), (60% e 40%), que foi acompanhada através de placa cromatografica (TLC) e,
em seguida, reunidas de acordo com a sua pureza. Portanto, através do tratamento
cromatografico, foram isoladas duas cucurbitacinas denominadas CRF-PIR5 e CRF-FF1
(Figura 19).

Os frutos coletados em Baturité foram secos e submetidos a extragdo com hexano
e etanol sucessivamente a temperatura ambiente. O extrato etanolico (20,4g) forneceu uma

fracdo (1,5g) eluida com acetato de etila, proveniente de uma coluna filtrante e que
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posteriormente foi recromatografada por placa preparativa isolando a cucurbitacina
denominada CRF-F1 (Figura 17).

O espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 3C exibiu trinta sinais
indicando que CRF-F1, CRF-PIR5 e CRF-FF1 tratavam-se de metabdlitos de natureza
triterpenoidal. Esta analise e a comparagdo com os espectros de RMN H! e C3 registradas na

literatura permitiu propor a constituicdo estrutural para CRF-F1 (2B,3B,160,20(R),25-

pentahidroxi-cucurbita-5,23(E)-dien-22-ona, Deacetilpicracina), CRF-PIR5
(2B,3B,160,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona) e CRF-FF1 (23,3p,16a,20(R),25-

pentahidroxi-cucurbita-5-en-11,22-diona, Cucurbitacina P).

23,3B,160,20(R),25-pentahidroxi-
cucurbita-5-en-22-ona

Figura 16 - Estrutura quimica de 2pB,3B,16a,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5,23(E)-dien-22-ona
(Deacetilpicracina),  2pB,33,16a,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-11,22-diona  (Cucurbitacina P) e
2p3,3p,16a,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona
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3.2.2 Estudo da atividade citotéxica das cucurbitacinas

3.2.2.2 Avaliacdo da atividade antiproliferativa em células mononucleadas do sangue

periférico - Método do Alamar Blue

Para avaliar a citotoxicidade dos compostos teste sobre a proliferacdo de células
normais, o0 ensaio do alamar blue foi realizado utilizando células mononucleadas de sangue
periférico humano (PBMC - peripheral blood mononuclear cell), ap6s 72 horas de exposicao
com o0s compostos teste. O alamar blue, recentemente identificado como resazurina
(O'BRIEN et al., 2000), é um indicador fluorescente/colorimétrico com propriedades redox.
Como os outros sais de tetrazolio, o alamar blue reduz-se em células em proliferacdo. A forma
oxidada é azul (ndo-fluorescente/célula ndo-viavel) e a forma reduzida € rdsea

(fluorescente/célula vidvel). A reducdo do alamar blue reflete a proliferacéo celular.

As células foram obtidas a partir de sangue periférico de voluntérios saudaveis.
As células foram isoladas a partir de uma amostra de cerca de 3mL de sangue, acrescida de
5mL de PBS. As etapas até o isolamento incluiram a adicdo de 3mL de Ficoll, seguida por 30
minutos de centrifugacdo a 1.000G e a aspiracao das células, presentes na regido intermediaria
entre as hemdcias e o plasma. A suspensao de células foi transferida para um outro tubo no
qual foi acrescido PBS até o volume de 11mL, sendo centrifugado por 20 minutos a 1.000G.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado de células foi ressuspendido em meio completo
(RPMI 1640 acrescido de 20% de soro fetal bovino, 1% de antibidtico (penicilina-
estreptominica) e 4% de fitohemaglutinina) e contado em camara de Neubauer para posterior

diluicdo e plaqueamento.

As células foram distribuidas em placas de 96 po¢os numa densidade de
3,0x10%¢é1/100uL. Apds 24h, os compostos teste nas concentragdes variando de 0.39 a
25ug/mL foram adicionados e incubados por 72 horas. O quimiterapico doxorrubicina (0.39 a
25pg/mL) foi usado como controle positivo e grupos controle receberam DMSO. Vinte e
quatro horas antes do término do periodo de incubagdo, 10uL de alamar blue (0,312mg/mL)
foram adicionados a cada pogo. As absorbancias foram medidas em um espectrofotbmetro de
placa (DTX-880, Beckman Coulter) nos comprimentos de onda de 570nm (reduzido) e 595nm
(oxidado) (AHMED; GOGAL; WALSH, 1994).
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A proliferacéo celular foi calculada utilizando a seguinte formula: % proliferagdo
= Atw — (AHw X Ro) x 100. Onde, ALw e Anw sdo as absorbancias no menor e maior
comprimento de onda, respectivamente. O Ro foi calculado utilizando a seguinte férmula:
Ro=AOLW/AOnw. Onde, AOLw e AOnw s&o as absorbancias do meio adicionado ao alamar
blue subtraido das absorbancias do meio isolado nos comprimentos de onda menor e maior,

respectivamente.

3.2.3 Estudos do mecanismo de a¢do com a linhagem tumoral HL-60

Os experimentos realizados para determinacdo do mecanismo de agdo dos
compostos testados foram realizados com células da linhagem HL-60 ap6s 24 horas de
incubacdo. As células foram plaqueadas na concentragdo de 0,3 x 10° células/mL e incubadas
por 24 horas com as drogas e examinadas ao microscopio de inversdo. As concentracoes
utilizadas para as trés cucurbitacinas, deacetilpicracina, cucurbitacina P e
2[3,3B,160,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona, foram 2,5 e 5,0ug/mL. A
doxorrubicina a 0,3ug/mL foi usada como controle positivo. As concentracdes utilizadas (2,5
e 5,0ug/mL) foram estimadas a partir do valor da Clsp encontrada no método do MTT para

esta mesma linhagem celular no periodo de 24h de incubacdo (dados néo exibidos).

Os estudos utilizando citometria de fluxo foram realizados semelhantemente aos
anteriores, diferindo somente no fato de que foram estudas apenas duas cucurbitacinas: a
deacetilpicracina e a 2,3p,16a,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona. A citometria
de fluxo avaliou a viabilidade celular, o potencial transmembranico da mitocondria e o

contetdo de DNA nuclear da célula, que reflete as fases do ciclo celular.

3.2.3.1 Viabilidade por Exclusdo por Azul de Tripan

O teste de exclusdo por azul de tripan permite identificar as células mortas pela
substancia testada. O corante azul de tripan penetra em todas as células, no entanto, somente
as celulas viaveis conseguem bombear o tripan para fora, sendo possivel observar uma
coloracdo azulada nas células mortas. Dessa forma, as células viaveis podem ser diferenciadas

das ndo-viaveis.
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Ap0s o periodo de incubacdo de 24 horas, foram retirados 90uL da suspensdo de
células e adicionados 10pL do azul de tripan. Em seguida, as células viaveis e as ndo-viaveis

foram diferenciadas e contadas em camara de Neubauer como descrito em Veras et al. (2004).

3.2.3.2 Anélise morfoldgica - Coloracao por hematoxilina/eosina

A coloracdo utilizada nesse experimento permite distinguir o citoplasma e o
nacleo, sendo possivel analisar a célula quanto a sua integridade nuclear, bem como
alteragcbes no citoplasma. A hematoxilina € um corante basofilo que tem afinidade pelas
proteinas nucleares, dando ao ndcleo uma cor azul. A eosina, ao contrario, liga-se ao

citoplasma conferindo-lhe uma coloracéo rosea.

Para observar a morfologia, 50uL da suspensdo de células foram adicionados a
centrifuga de lamina (cytospin). Apds a adesdo das células na lamina, a fixacdo foi feita com
metanol P.A. por 1 minuto e a coloracdo primeiramente utilizada foi hematoxilina de Harris
(0,1%), seguida pela eosina (0,5%). Em seguida, as laminas contendo as células coradas
foram levadas ao microscopio para avaliacdo das suas caracteristicas morfolégicas e
comparadas ao controle (ndo-tratadas) como descrito em Veras et al. (2004). O registro das

alteracdes celulares foi feito por fotografia.

3.2.3.3 Atividade antiproliferativa— Incorporacdo do BrDU

A bromodeoxiuridina (BrDU) é uma base nitrogenada analoga a Timina. A

deteccdo do BrDU incorporado nas células foi feita por técnicas imunocitoquimicas.

O BrDU foi adicionado 3 horas antes do término do periodo de incubacdo, para
que fosse incorporado ao DNA das células em mitose. Em seguida, laminas para cada amostra
foram preparadas e postas para secar por 2 horas. Apos esse periodo, foram fixadas em
metanol P.A. por 1 minuto. As células forma lavadas com tampdo TRIS (TBS) e incubadas
em solucdo desnaturante por 90 minutos a 70°C e pH 7,4. Ap0s uma segunda lavagem com
TBS, as células foram circuladas com caneta hidrofobica e incubadas com o anticorpo
primério antiBrdU e deixadas na geladeira durante a noite em cdmara Umida. As células foram
incubadas com o anticorpo secundario biotinado por 20 minutos e, em seguida, com a solugao

de estreptavidina/fluoresceina por mais 20 minutos. Foi adicionado o cromogeno especifico, a
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diaminobenzidina (DAB), por 1 a 5 minutos e, em seguida, removido com agua destilada.
Para corar as células ndo marcadas pelo cromégeno, foi utilizada hematoxilina (0,1%) como
descrito em Veras et al. (2004).

As duzentas primeiras células foram contadas, considerando-se positivas para
proliferacdo as células com nucleo corado pelo DAB (cor marrom) e negativas as células com

nacleo corado com hematoxilina (cor azul).

3.2.3.4 Estudo da inducéo de apoptose através de coloracdo por Laranja de Acridina Brometo
de Etidio

O método de coloracéo pela laranja de acridina/brometo de etidio (MCGAHON et
al., 1995) permite diferenciar as células viaveis daquelas em processo de morte por apoptose
ou necrose através da coloracdo diferencial por fluorescéncia. Esse método baseia-se na
visualizacdo das células através da coloracdo por brometo de etidio (BE) e laranja de acridina
(LA) no nucleo. A laranja de acridina intercala-se ao DNA, conferindo aparéncia verde ao
ndcleo, sendo capaz de atravessar membranas intactas. O brometo de etidio € incorporado
majoritariamente por células ndo-viaveis (com integridade de membrana comprometida),
intercalando-se ao DNA corando-o de laranja; ligando-se fracamente ao RNA, que se

mostrard com uma coloracdo vermelha.

As células vidveis com membrana intacta apresentam nucleo uniformemente
corado de verde pela LA, enquanto que o BE marca muito fracamente ou muitas vezes nédo
marca, pois ndo atravessa a membrana integra. As células em apoptose inicial (membrana
ainda intacta) apresentam manchas verdes brilhantes no nicleo (condensacdo da cromatina) e
ndo sdo marcadas por BE; morfologicamente observam-se alteracbes da membrana em
decorréncia da formacdo de corpusculos apoptdticos. As células em necrose (lesdo de
membrana) apresentam um padrdo de coloracdo uniforme, laranja-avermelhada e ndo héa
formacdo de corpos apoptoéticos. Possivelmente, as membranas plasméticas permanegam
intactas durante o fenbmeno apoptético até os Gltimos estagios quando se tornam permeaveis

aos solutos normalmente retidos (KUMAR et al., 2004).

Apbs o periodo de incubacado, a suspensdo de celulas foi transferida para um tubo
eppendorf e centrifugada por 5 min em baixa rotacdo (10G). O sobrenadante foi descartado e

as células foram ressuspendidas em 20uL de solucdo de tampéo fosfato (PBS). Em seguida,
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1pL da solugdo de BE:LA foi adicionado a cada tubo e uma aliquota dessas células foi
transferida para uma Iamina e montada com laminula e, em seguida, as ldminas foram levadas

ao microscopio de fluorescéncia para observacao dos eventos celulares.

Trezentas células foram contadas de cada amostra para a quantificacao percentual

de cada evento celular (viabilidade, necrose e apoptose).

3.2.3.5 Estudos de citometria de fluxo

Os citdbmetros analisam as células ou particulas em meio liquido que passam
através de uma fonte de luz. O desvio da luz, que esta relacionado diretamente com a estrutura
e morfologia das células e a fluorescéncia sdo determinados para cada particula que passa pela
fonte de excitagdo. Apos a aquisi¢do do desvio da luz e fluorescéncia de cada particula, a
informacdo resultante pode ser analisada utilizando-se um computador com programa
especifico acoplado ao citdmetro. A reducdo do tamanho das células resulta na diminuicdo do
desvio da luz para frente (FSC) e a condensacdo nuclear causa inicialmente um aumento
transitorio no desvio da luz para o lado (SSC) seguido de uma diminuicdo da SSC durante 0s
estagios finais de apoptose (SHAPIRO, 1995).

3.2.3.5.1  Determinacdo da viabilidade celular

A andlise da integridade da membrana plasmatica é uma importante ferramenta
para estudar o tipo de morte celular, visto que apenas na necrose ela apresenta-se
precocemente alterada. O teste se baseia na capacidade do iodeto de propideo (P1), hidrofilico,
penetrar na célula cuja membrana esteja rompida e apds a ligacdo ao DNA emitir alta
fluorescéncia quando é excitado pelo laser de argbnio (488nm). A célula com membrana
integra emite baixa fluorescéncia. Desse modo, este método permite avaliar a viabilidade
celular através da verificagdo da integridade da membrana plasmatica (MACKLIS;
MADISON, 1990).

A determinacéo da integridade da membrana celular foi avaliada por citometria de
fluxo utilizando o Pl como agente fluorogénico. Apos o periodo de incubacédo de 24 horas, as

células foram diluidas com a solu¢do de PI (2pg/mL em PBS), na auséncia de luz e a 37 °C, e,
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apos 5 minutos, foram analisadas por citometria de fluxo (Guava EasyCyte Mine) utilizando o
software Guava Express Plus (MILITAO et al., 2006).

3.2.3.5.2 Determinacao do contetido de DNA nuclear da célula

O ciclo celular é constituido pelas seguintes fases: Gi, S, G2 e M. Durante o
periodo de crescimento celular (fase G1) uma célula diploide apresenta um contetdo 2n (n —
conteddo de um conjunto haploide de cromossomos) em DNA nuclear, isto €, possui duas
copias de cada gene. Durante a fase S ocorre a duplicacdo do genoma nuclear (2-4n) e na fase
seguinte (fase G2) ocorre o segundo periodo de crescimento celular, durante o qual o contetido
em DNA nuclear € mantido no nivel 4n. Em seguida ocorre a mitose (fase M, 4n) durante a
qual a célula se divide, formando-se duas células filhas, cada uma com um contetdo 2n em
DNA, assim como as células que ndo se encontram em divisdo celular (Go). Assim, as
diferentes fases do ciclo celular podem ser determinadas a partir do contedo de DNA que
elas apresentam. Deste modo, o resultado da distribuicdo do conteddo em DNA nuclear de
uma populacéo de células pode dar-se em Go/Gy, S e G2/M (CIBAS, 1995; SHAPIRO, 1995).

Para determinacdo do contetdo de DNA nuclear da célula foi utilizado o Pl como
agente fluorogénico. Esse teste baseia-se na capacidade do Pl de se ligar ao DNA.
Inicialmente a membrana plasmaética das células é lisada por um detergente para que o Pl
possa se ligar ao ndcleo. Assim, as fases do ciclo celular foram determinadas através do
conteddo do DNA que elas apresentavam (CIBAS, 1995; MELAMED; MULLANEY;
MENDELSON, 1979; SHAPIRO, 1985).

Apos 24 horas de incubacdo, as células foram diluidas com a solucdo de lise
contendo o Pl (0,1% de citrato de sodio, 0,1 % de triton X-100 e 2pg/mL iodeto de propideo
em PBS), na auséncia de luz e a 37 °C, e, apds 30 minutos, foram analisadas por citometria de
fluxo (Guava EasyCyte Mine) utilizando o software Guava Express Plus (MILITAO et al.,
2006).
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3.2.353 Determinagéo do potencial transmembranico da mitocondria

A mitocondria é responsavel pela iniciacdo da via intrinseca da apoptose. Quando
bcl-2/x1 é liberado da membrana externa da mitocondria, forma-se um poro permitindo a saida
de H*, causando despolarizacdo da membrana mitocondrial, e também seguida da saida de
fatores promotores de apoptose como citocromo ¢, Smac/Diablo, dentre outros. A rodamina
123, um corante fluorescente nucleofilico, é seqlestrado pra dentro da mitocéndria quando
esta apresenta seu potencial transmembranico inalterado. Assim, as células vidveis emitirdo
alta fluorescéncia verde devido a maior quantidade de rodamina 123 ligada as cargas positivas
internas, enquanto que as mitocondrias despolarizadas terdo menor afinidade pelo corante,
gerando eventos que emitirdo menor fluorescéncia. Desse modo, esse ensaio foi utilizado para
a investigacdo da ativacdo da via apoptdtica intrinseca por parte da substancia em estudo
através da observacdo da alteracdo do potencial transmembranico mitocondrial
(MARCHETTI et al., 1996).

Apbs o periodo de incubacdo de 24 horas, as células foram diluidas com a solucao
de rodamina 123 (1pg/mL em PBS), na auséncia de luz e a 37 °C, e, ap6s 15 minutos, as
células foram centrifugadas e o precipitado foi ressuspendido em PBS e reincubado por 30
minutos e, entdo, analisadas por citometria de fluxo (Guava EasyCyte Mine) utilizando o
software Guava Express Plus (MILITAO et al., 2006).

3.2.4 Avaliacdo da atividade antitumoral da cucurbitacina 23,3p,16a,20(R),25-pentahidroxi-
cucurbita-5-en-22-ona isolada ou em associacdo com o quimioterapico 5-Fluorouracil em

camundongos transplantados com tumor Sarcoma 180

Os testes para avaliagdo da atividade antitumoral in vivo foram realizados
utilizando camundongos (Mus musculus Swiss) machos pesando entre 25-30g oriundos do
biotério central da Universidade Federal do Ceara, mantidos com agua e alimento ad libitum.
O manejo dos animais foi realizado procurando seguir todos os principios éticos, de forma a

amenizar ao maximo o sofrimento dos animais.
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O tumor solido do tipo Sarcoma 180, com 10 dias de implante na forma ascitica
foi utilizado para determinar a atividade antitumoral da cucurbitacina 23,3p,160.,20(R),25-
pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona. O animal de manutengéo ou doador foi anestesiado com
éter etilico e sacrificado por meio de deslocamento cervical. Fez-se o procedimento asséptico
com alcool iodado e, em seguida, coletou-se o liquido ascitico da cavidade abdominal, tendo
sido preparada uma suspenséo de células com 5,0mL de Ringer lactato, 0,2mL de gentamicina
(5mg/mL) e 0,5mL do liquido ascitico, para posterior contagem das células. Os animais
receptores foram inoculados com 2,0x10°%élulas/0,5mL na regido. Conforme aprovado pelo
Comité de Etica de Pesquisas em Animais da UFC (CEPA).

Nos experimentos, foram utilizados dez animais por grupos, sendo todos machos,
apresentando massa corpérea variando entre 25-30g, os quais foram inoculados com tumor
Sarcoma 180. Em seguida, 24 horas apés a inoculacdo do tumor, foi iniciado o tratamento

durante oito dias consecutivos, de acordo com 0s seguintes grupos:

Grupo 1: Animais tratados com DMSO 4%, veiculo utilizado para diluir o

composto (grupo controle negativo)
Grupo 2: Animais tratados com a cucurbitacina 10mg/Kg/dia
Grupo 3: Animais tratados com a cucurbitacina 25mg/Kg/dia
Grupo 4: Animais tratados com 5-Fluorouracil 10mg/Kg/dia

Grupo 5: Animais tratados com a cucurbitacina 10mg/Kg/dia associada com 5-

Fluorouracil 10mg/Kg/dia

Todos os grupos foram tratados por via intraperitoneal. Vinte quatro horas ap6s o
termino do tratamento, os animais foram sacrificados, sendo em seguida retirados os tumores,

rins, figado e baco para pesagem e andlise histoldgica.
O percentual de inibicao do crescimento tumoral (IT) foi calculado pela formula:
IT (%) = [(A-B)/A] x 100
Onde:
A = média dos pesos dos tumores no grupo controle.

B = média dos pesos dos tumores nos animais tratados.
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3.2.4.1 Analise histopatoldgica dos 6rgédos e tumores

A técnica de coloracdo com hematoxilina e eosina (HE) permite diferenciar o
citoplasma do nucleo, possibilitando, assim, a analise de algumas estruturas celulares. A
anélise morfologica e histopatologica de tecidos dos animais tratados permite identificar
alteragcBes que podem ocorrer e fornecer subsidios para sugerir os efeitos toxicos causados

pela droga.

Apbs o sacrificio dos animais, ocorreu a retirada e pesagem dos 6rgdos e tumores
para observacdo macroscopica quanto a cor, ao tamanho e a elasticidade. Em seguida, 0s
6rgdos foram armazenados em formol 10%. As pecas foram retiradas do formol e seccionadas
em pequenas fatias de 3-5um de espessura para posterior preparacdo das laminas. O material
foi fixado em formol 10% por 24 horas, desparafinizado em xilol por 15 minutos e
desidratado em concentracdes crescentes de alcool até 70% (mergulhando-se rapidamente as
ldaminas), sendo posteriormente lavado em agua destilada até ter sido removido todo o alcool.
Posteriormente as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina e examinadas ao

microscopio optico (x400).

3.2.5 Anélise estatistica dos dados

No ensaio do alamar blue, foi registrada a percentagem de inibicdo x log da
concentracdo e foram determinados a concentracdo inibitéria média capaz de provocar 50%
do efeito maximo (Clso) e respectivos intervalos de confianca (IC95%) a partir de regressao
n&o-linear utilizando o software Prism verséo 5.0 (GraphPad Prism Software).

Os resultados dos experimentos in vivo sdo apresentados como peso relativo dos
Orgdos e peso dos tumores e foram expressos como a média + E.P.M. Para verificacdo da
ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados
por andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste Student-Newman-Keuls, com nivel de
significancia de 5% (p<0,05), utilizando o software Prism versdo 5.0 (GraphPad Prism
Software)

No ensaio do BrdU, os resultados sdo expressos em porcentagem (%) como a

média £ E.P.M. (erro padrdo da média) de n experimentos independentes (n=2). A relagéo de
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positividade entre tratados e controle também foi determinada (T/C). A proporcédo de células
marcadas em marrom e ndo—marcadas entre os diferentes grupos foi comparada pelo teste 2
com nivel de significancia de 5% (p<0,05), utilizando o software Prism versao 5.0 (GraphPad

Prism Software).

Nos demais ensaios, 0s resultados sdo expressos em % como a média = E.P.M. de
n experimentos independentes (n=3). Para verificacdo da ocorréncia de diferencas
significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de variancia
(ANOVA) seguida do teste Student-Newman-Keuls, com nivel de significancia de 5%
(p<0,05), utilizando o software Prism versdo 5.0 (GraphPad Prism Software). Nos ensaios de
citometria, cinco mil eventos foram analisados em cada experimento e os debris celulares

foram retirados da analise.
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4 RESULTADOS

4.1. Estudo da atividade citotoxica das cucurbitacinas

4.1.2 Avaliacdo da atividade antiproliferativa em células mononucleadas do sangue periférico
- Método do Alamar Blue

Para avaliar a seletividade das cucurbitacinas, o ensaio do alamar blue foi
realizado utilizando células mononucleadas de sangue periférico humano (PBMC - peripheral
blood mononuclear cell), apds 72h de exposicdo com os compostos testes (0,39 a 25ug/mL).
Doxorrubicina foi usada como controle positivo (0,39 a 25ug/mL). Ao contréario do que foi
observado no teste do MTT com as linhagens tumorais, nenhum composto apresentou
citotoxicidade para as células mononucleadas de sangue periférico humano, apresentando
todos Clsp maior que 25ug/mL, a maior concentracdo testada. Os resultados estdo

apresentados como valores de Clsg e respectivos intervalos de confianga na tabela 4.
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Tabela 1 - Atividade citotéxica das cucurbitacinas em células normais humanas (PBMC - peripheral blood

mononuclear cell), ap6s 72horas de exposicdo aos compostos (0.39 a 25ug/mL)

PBMC
Compostos Clso [ug/mL]
(M)
o 0,97 (1,78)
Doxorrubicina
0,52 -1,80
Deacetilpicracina >25 (48,9)

2p3,3B,160.,20(R),25-
pentahidroxi- >25 (50,0)

cucurbita-5-en-22-ona

Cucurbitacina P >25 (46,9)

4.2 Estudos do mecanismo de a¢cdo com a linhagem tumoral HL-60

4.2.1 Viabilidade por Exclusdo por Azul de Tripan

A analise da viabilidade celular na linhagem tumoral HL-60 por exclusdo de azul
de tripan apds 24 horas de exposicdo (Figura 18) demonstrou que as cucurbitacinas (2,5 e
5,0ug/mL) causaram significante reducdo do numero de células vidveis em todas as
concentracdes testadas (deacetilpicracina Sug/mL: 47%, cucurbitacina P Sug/mL: 35% e
2P3,3B,160,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona ~ Sug/mL:  40%), exceto a
cucurbitacina P na concentracdo de 2,5ug/mL. Nenhum dos compostos aumentou o0 numero

de células ndo-viaveis.
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Figura 17 - Efeito da deacetilpicracina (A), da cucurbitacina P (B) e da 2,38,160,20(R),25-pentahidroxi-
cucurbita-5-en-22-ona (C) na viabilidade de células da linhagem tumoral HL-60 determinada pelo método de

exclusdo por azul de tripan ap6s 24 horas de incubagdo. C-: controle negativo
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4.2.2 Anélise morfoldgica - Coloracdo por hematoxilina/eosina

A andlise morfologica das células tratadas com a cucurbitacina P indicou a
presenca de muitas células apoptoticas (retracdo celular, fragmentacdo do DNA, vacuolos),
em todas as concentracbes testadas. As células tratadas com a cucurbitacina
23,3B,160,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona apresentaram intensa deposi¢cdo de
granulos no citoplasma (eosinofilia), fragmentacdo do DNA e irregularidades na membrana
plasmética. A deacetilpicracina causou intensa vacuolizacdo, deposi¢cdo de granulos no
citoplasma e membrana plasmatica desestabilizada.
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Figura 18 — Fotomicrografia de células HL-60 apds 24 horas de incubac@o com a cucurbitacina P coradas com
hematoxilina/eosina e visualizadas por microscopia Gtica.

(A) Controle negativo;

(B) Controle positivo.

Setas pretas cheias: Fragmentacdo de DNA,

Setas pretas pontilhadas: Desestabilizagdo da membrana plasmatica;

Setas vermelhas cheias: Retracdo celular. Aumento = 400x.
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Figura 19 — Fotomicrografia de células HL-60 ap6s 24 horas de incubagdo com a cucurbitacina P coradas com
hematoxilina/eosina e visualizadas por microscopia otica.

(C) Cucurbitacina 2,5ug/mL;

(D) Cucurbitacina 5,0pg/mL.

Setas pretas cheias: Fragmentacdo de DNA,

Setas pretas tracejadas: Eosinofilia;

Setas pretas pontilhadas: Desestabilizacdo da membrana plasmaética;

Setas vermelhas tracejadas: Vactolos. Aumento = 400x.
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Figura 20 — Fotomicrografia de células HL-60 ap6s 24 horas de incubacdo com a cucurbitacina
2p,3B,16a,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona coradas com hematoxilina/eosina e visualizadas por
microscopia Otica.

(E) Cucurbitacina 2,5ug/mL;

(F) Cucurbitacina 5,0pg/mL.

Setas pretas cheias: Fragmentacdo de DNA,

Setas pretas tracejadas: Eosinofilia;

Setas pretas pontilhadas: Desestabilizacdo da membrana plasmaética;

Setas vermelhas tracejadas: Vactolos. Aumento = 400x.
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Figura 21 — Fotomicrografia de células HL-60 apds 24 horas de incubacdo com a deacetilpicracina coradas com
hematoxilina/eosina e visualizadas por microscopia ética.

(G) Cucurbitacina 2,5pg/mL;

(H) Cucurbitacina 5,0pg/mL.

Setas pretas cheias: Fragmentacdo de DNA,;

Setas pretas tracejadas: Eosinofilia;

Setas pretas pontilhadas: Desestabilizacdo da membrana plasmatica;

Setas vermelhas tracejadas: Vacuolos. Aumento = 400x.
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4.2.3 Atividade antiproliferativa — Incorporacao do BrDU

Neste ensaio, foi avaliada a capacidade proliferativa das células da linhagem
tumoral HL-60 tratadas com as cucurbitacinas (2,5 e 5,0pug/mL) através da incorporagdo de
BrdU no DNA apds 24 horas de incubacdo com os compostos teste (Tabela 5). O
quimioterapico doxorrubicina (0,3ug/mL) foi utilizado como controle positivo.

Apenas as cucurbitacinas deacetilpicracina e 2f,3p3,160,20(R),25-pentahidroxi-
cucurbita-5-en-22-ona foram capazes de inibir signicativamente a incorparagdo do BrdU. A
2[3,3B,160,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona  foi a mais potente, obtendo
percentuais de inibicdo de 17 e 22%, para as concentracdes de 2,5 e 5,0ug/mL,
respectivamente. Essa foi seguida pela deacetilpicracina que inibiu a incorporagdo de BrdU

somente na maior concentragéo (17%).

Tabela 2 — Atividade antiproliferativa das cucurbitacinas expressa em percentual de células BrdU-positivas e

percentagem de inibicdo da incoporacdo de BrdU, em linhagens tumorais HL-60 apés 24 horas de incubacéo.

Concentracéo " Inibicao da
Compostos ug/mL BrdU positivo (%) incorporaco T/C
(%)

Controle - 63 - -
Doxorrubicina 0,3 36 * 43 0,57

2,5 63 - 1,0
Deacetilpicracina

5,0 52 * 17 0,83

2,5 63 - 1,0
Cucurbitacina P

5,0 63 = 110
28,3B,160a,20(R),25- 2,5 52 * 17 0,83

pentahidroxi-
cucurbita-5-en-22-ona 50 49 * 22 0,78
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4.2.4 Estudo da inducdo de apoptose através de coloracdo por Acridina Laranja/Brometo de
Etidio

Um dos metodos aplicados para avaliar o padrdo de morte celular induzida pelas
cucurbitacinas foi realizado através da coloragdo diferencial com Brometo de Etideo/Laranja
de Acridina e posterior anélise por microscopia de fluorescéncia. Ap6s 24 horas de incubagéo
das células HL-60 com as cucurbitacinas (2,5 e 5,0ug/mL), ocorreu significativa reducgéo
concentracdo-dependente do numero de células viaveis comparando com o controle (Figura
19). Essa reducdo foi acompanhada pelo aumento do ndmero de ceélulas apoptoticas
(2B,3B,160,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona 80% e 85%, deacetilpicracina 79%
e 95% e cucurbitacina P 62% e 75%, para as concentragdes de 2,5 e 5,0ug/mL,

respectivamente). No entanto, ndo houve aumento do nimero de células necrdticas.
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Figura 22 — Atividade da deacetilpicracina (A), da cucurbitacina P (B) e da 2,3f,16a,20(R),25-pentahidroxi-
cucurbita-5-en-22-ona (C) expressa em percentual (%), sobre os eventos celulares (viabilidade, apoptose e
necrose) avaliada em células leucémicas HL-60 e avaliada por coloragdo de Brometo de Etidio/Laranja de
Acridina ap6s 24 horas de incubag&o.
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4.2.5 Determinagdo da viabilidade celular

Outro ensaio utilizado para determinar a viabilidade celular foi realizado por
citometria de fluxo utilizando o PI como agente fluorogénico apds 24 horas de incibacdo. As
células foram tratadas com a deacetilpicracina e 2[3,3p,160,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-
5-en-22-ona nas concentracbes de 2,5 e 5,0ug/mL. A cucurbitacina P ndo foi testada nos
ensaios de citometria por falta de substéncia suficiente. A doxorrubicina (50ng/mL) foi
utilizada como controle positivo.

A figura 20 mostra a viabilidade celular por esse meétodo representada em
porcentagem de integridade de membrana. Observa-se perda estatisticamente significante da
integridade da membrana somente daquelas células tratadas com a cucurbitacina
2p3,3B,160,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona  na concentragdo de 5,0pgmL.
Comportamento semelhante foi observado com a doxorrubicina, que também alterou a

integridade da membrana quando comparado com o controle.
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Figura 23 - Efeito das cucurbitacinas sobre a viabilidade celular de células leucémicas HL-60 determinada por
citometria de fluxo utilizando o IP apds 24 horas de incubag&o.
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4.2.6 Determinacdo do contetdo de DNA nuclear da célula

A determinacédo do conteddo de DNA nuclear da célula foi avaliada por citometria
de fluxo utilizando o PI como agente fluorogénico. Apds 24 horas de incubacdo, as células
foram tratadas com a deacetilpicracina e 23,3f3,16a,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-
ona nas concentragdes de 2,5 ¢ 5,0ug/mL. A doxorrubicina (50ng/mL) foi utilizada como
controle positivo. A tabela 6 mostra os resultados encontrados. A deacetilpicracina induziu
parada do ciclo celular na fase S (Controle: 16,06%, Cucurbitacina: 18,37 e 23,21% nas
oncentragcoes de 2,5ug/mL e 5 pg/mL, respectivamente) nas duas concentracdes testadas.
Também foi observado um aumento em sub-G0/G1, indicando um acumulo de células com
DNA fragmentado (10,62%). As células tratadas com a cucurbitacina 23,3p3,160,20(R),25-
pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona ndo apresentaram parada do ciclo celular estatisticamente
significante, porém, observou-se reducdo da percentagem de células na fase G2/M quando a
concentracdo utilizada para o tratamento era 5,0ug/mL, (Controle: 17,36%, Cucurbitacina:
13,93%).
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Tabela 3 — Efeito das cucurbitacinas sobre a distribuicdo do conteldo de DNA de células leucémicas HL-60

determinada por citometria de fluxo utilizando o IP ap6s 24 horas de incubacéo. A doxorrubicina (50ng/mL) foi

utilizada como controle positivo.

Contetido de DNA (%0)

L. Concentragoes
Substancias
(ng/MI) Sub-G1 G1 S G2o/M

Controle - 3,55+0,87 51,78 £ 0,95 16,06 £ 0,61 17,36 + 0,28
Doxorrubicina 0,05 40,61 + 7,65* 54,52 + 3,08 3,65+ 0,75* 1,81 +0,38*
2p,3B,16a,,20(R),25- 2,5 4,83+ 1,05 53,50 £ 1,66 16,65+ 0,24 14,97 £ 0,47
pentahidroxi-cucurbita-
5-en-22-ona 5,0 581 +1,21 5367+189  1662+033 13,93+ 0,66*

2,5 7,61+£1,72 48,99 +2,17 18,37 + 0,28* 15,09 £ 1,08
Deacetilpicracina

5,0 10,62 £ 1,24* 40,25 + 2,19* 23,21+ 0,47* 13,31+ 0,10*
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4.2.7 Determinagdo do potencial transmembranico da mitocéndria

A determinacdo do potencial transmembranico das mitocondrias das células foi
avaliada por citometria de fluxo utilizando a rodamina 123 como agente fluorogénico. Apds
24 horas de incubagdo, as células foram tratadas com a deacetilpicracina e a cucurbitacina
2P3,3B,160,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona  nas concentracdes de 2,5 e
5,0ug/mL. A cucurbitacina P néo foi testada. A doxorrubicina (50ng/mL) foi utilizada como
controle positivo. A figura 21 mostra os resultados encontrados. Na figura 24, observa-se
despolarizacdo da membrana mitocondrial em células leucémicas HL-60 tratadas com a maior
concentracdo da deacetilpicracina (5,0ug/mL) apds 24 horas de incubacdo. A cucurbitacina
2p3,3B,160,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona, por sua vez, ndo causou
despolarizacdo da membrana mitocondrial mesmo na maior contracéo testada apds 24 horas

de incubacao.
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Figura 24 - Efeito das cucurbitacinas sobre o potencial transmembréanico das mitocéndrias de células leucémicas
HL-60 determinado por citometria de fluxo usando rodamina 123 apés 24 horas de incubacéo.
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4.3 Avaliagéo do efeito antitumoral da cucurbitacina PIR isolada e em associagdo com o
quimioterapico 5-Fluorouracil em camundongos Mus musculus Swiss transplantados

com tumor Sarcoma 180

A atividade antitumoral in vivo da cucurbitacina 2,3[,16c,20(R),25-
pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona determinada utilizando o modelo experimental do
Sarcoma 180 em camundongos Mus musculus Swiss apds 8 dias de tratamento pode ser
observada na figura 22.

Dentre as doses testadas, apenas a dose de 25mg/Kg/dia da cucurbitacina foi
capaz de causar diminuicdo estatisticamente significante do tamanho do tumor, resultando
num percentual de 52% de inibig&o tumoral em comparagédo ao grupo controle negativo. O 5-
FU na dose de 10mg/Kg foi capaz de causar 49% de inibi¢do. Adicionalmente, a associagdo
do 5-FU (10mg/Kg) com a cucurbitacina (10mg/Kg) incrementou a atividade da cucurbitacina
isolada, resultando numa inibicao tumoral de 62%. Por outro lado, a cucurbitacina na dose de

10mg/Kg ndo obteve atividade significante (inibicdo tumoral de 28%).
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Figura 25 — Massa tumoral imida de camundongos Mus musculus Swiss transplantados com Sarcoma 180 e

sacrificados ap6s 8 dias de tratamento com a cucurbitacina 2,3f,16a,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-
ona.
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A tabela 4 mostra os pesos finais dos animais e os pesos Umidos relativos do
figado, rins e baco retirados apos 8 dias de tratamento. Exceto para 0s animais do grupo
tratado com a combinacdo da cucurbitacina com o 5-FU (média de peso = 30,00 = 0,90g), ndo
foi observada perda de peso significativa nos animais tratados quando comparados com 0s do
grupo controle (média de peso = 34,73 + 0,679). Além disso, a cucurbitacina nas doses de 10
e 25mg/Kg causou de maneira dose-dependente a reducdo do tamanho do bagco dos animais
(0,70 + 0,04g e 0,84 £ 0,03g, respectivamente), o que se repetiu apos o tratamento com a
combinacdo da cucurbitacina com o 5-FU (0,64 + 0,03g), quando comparados com 0s do
grupo controle (0,54 = 0,039).

A histopatologia dos 6rgdos dos animais do grupo controle negativo (DMSO 4%)
ndo demonstrou sinais de alterac6es evidentes. O figado apresentou congestdo portal e da veia
centrolobular, hiperplasia das células de Kupffer, hemorragia sinusoidal e discreta tumefacéao
celular, rins com estrutura glomerular preservada e leve hemorragia glomerular e intersticial e
tumefacdo celular, bacos com tamanho uniforme, foliculos linfoides ndo evidentes e presenca
de megacariocitos.

As andlises mostram que a cucurbitacina foi capaz de causar alteracdes nos 6rgédos
analisados. Nos figados, a cucurbitacina na dose de 10mg/Kg causou intensa tumefacéo
celular, degeneracdo hidrdpica, hiperplasia das células de Kupffer e observou-se também a
presenca de células inflamatorias dispersas e congestdo portal e da veia centrolobular,
enguanto que na dose de 25mg/Kg ndo foram observadas alteracdes evidentes. Nos rins, a
cucurbitacina tanto na menor quanto na maior dose, mais discretamente na menor dose,
causou hemorragia glomerular e tubular, intensa tumefacdo celular e cilindro hialino, sem
alterar a estrutura glomerular, que permaneceu preservada. Os bagos, por sua vez,
apresentaram-se maior, comparados com os do grupo controle e apresentaram foliculos
linféides evidentes e muitos megacariocitos. Na dose de 25mg/Kg, observaram-se foliculos
linféides evidentes e pigmentos de hemossiderina.

Os animais tratados com 5-FU (10mg/Kg) revelaram figados com intensa
tumefacdo dos hepatocitos e hepatdcitos sem nucleos, degeneracdo hidrdpica e hiperplasia das
células de Kupffer, além de esteatose em microgotas. Enquanto nos rins foram observados
hemorragia glomerular e tubular, cilindros hialinos e tumefacdo do epitélio tubular, com

estrutura glomerular permanecendo preservada. Os bacos, significativamente menor,
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apresentaram foliculos linfoides evidentes e presenca de megacarécitos e colora¢do mais clara
que os do grupo controle.

No grupo associado, a analise histologia dos figados mostrou degeneracao
hidropica, hemorragia sinusoidal, presenca de focos inflamatorios e intensa tumefacéo celular,
ou seja, pouca alteragdo quando comparados com os do controle. Similarmente, os rins
mostraram-se pouco alterados, apresentando tumefacdo celular, hemorragia glomerular e
intersticial e presenca de cilindrohialino. A analise da histopatologia dos bacos ndo foi
realizada em decorréncia da qualidade ruim da lamina preparada.

Diante do fato de que é bastante conhecida a toxicidade das cucurbitacinas a
tecidos animais, vale ressaltar aqui a branda toxicidade da cucurbitacina 23,3p,16a,20(R),25-

pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona aos drgaos alvos analisados.



Tabela 4 — Efeito da cucurbitacina 23,3B,16a,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona (10 e 25mg/Kg/dia) sobre o peso relativo dos 6rgdos de camundongos (Mus
musculus) Swiss transplantados com Sarcoma 180 e sacrificados ap6s 8 dias de tratamento.

Dose Peso final dos Figado Rins Bago
Tratamento ) -
(mg/Kg/dia)  animais (g) (9/100g de massa corpérea)
Controle - 34,73 £ 0,67 529+0,11 1,39+ 0,04 0,54 + 0,03
5-FU 10 33,05 £ 0,68 529+0,17 1,41 + 0,05 0,49 £ 0,03
2B,3PB,16a,20(R),25- 10 32,32+1,20 556 +0,16 1,44 + 0,06 0,70 £ 0,04*
pentahidroxi-
cUcUrbita5-en-22-0na 25 33,00 + 1,10 5,41 +0,10 1,58 + 0,04 0,84 +0,03*
Associacao

o 10 + 10 30,00 + 0,90* 5,64 +0,24 1,54 + 0,04 0,64 +0,03*2
cucurbitacina + 5-FU

- p<0,05 comparado com o controle e a - p<0,05 comparando com o grupo 5-FU, analisado por anélise de varidncia (ANOVA) seguida de Student Newman Keuls test

Nota: A cucurbitacina foi utilizada isoladamente ou combinada com o quimioterépico 5-fluorouracil (10 + 10mg/Kg/dia). O controle negativo foi tratado com veiculo de

diluicdo da substancia (DMSO 4 %). O quimioterapico 5-fluorouracil (5-FU) na dose de 10mg/kg/dia foi usado como controle positivo. Os valores correspondem a media (n =
10) * erro padréo da média (E.P.M).
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Figura 26 — Fotomicrografia dos rins de camundongos Mus musculus Swiss transplantados com Sarcoma 180 e
sacrificados ap0s 8 dias de tratamento.

Nota: O controle negativo (A) foi tratado com o veiculo de diluigdo da droga (DMSO 4%). O quimioterapico 5-
fluorouracil (5-FU) 10mg/Kg/dia (B) foi usado como controle positivo. Os animais foram tratados com a
cucurbitacina 2,3p3,160a,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona (10 e 25 mg/Kg/dia, C e D). O efeito da
associagdo da cucurbitacina (10mg/Kg) com 5-fluorouracil (10mg/Kg) também foi avaliado (E). Coloragéo por
hematoxilina/eosina e visualizagdo por microscopia Optica. Aumento = 400x.
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Figura 27 — Fotomicrografia do figado de camundongos Mus musculus Swiss transplantados com Sarcoma 180 e
sacrificados apés 8 dias de tratamento

Nota: O controle negativo (A) foi tratado com o veiculo de diluicdo da droga (DMSO 4%). O quimioterapico 5-
fluorouracil (5-FU) 10mg/Kg/dia (B) foi usado como controle positivo. Os animais foram tratados com a
cucurbitacina 2f3,3p,160,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona (10 e 25 mg/Kg/dia, C e D). O efeito da
associacdo da cucurbitacina (10mg/Kg) com 5-fluorouracil (10mg/Kg) também foi avaliadO (E). Coloragdo por
hematoxilina/eosina e visualizagdo por microscopia Optica. Aumento = 400x.



79

Figura 28 — Fotomicrografia do baco de camundongos Mus musculus Swiss transplantados com Sarcoma 180 e
sacrificados apés 8 dias de tratamento

Nota: O controle negativo (A) foi tratado com o veiculo de dilui¢do da droga (DMSO 4%). O quimioterapico 5-
fluorouracil (5-FU) 10mg/Kg/dia (B) foi usado como controle positivo. Os animais foram tratados com a
cucurbitacina 2f3,3p,16a,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona (10 e 25 mg/Kg/dia, C e D). Coloracéo
por hematoxilina/eosina e visualizagdo por microscopia Optica. Aumento = 400x.
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Figura 29 — Fotomicrografia dos tumores de camundongos Mus musculus Swiss transplantados com Sarcoma
180 e sacrificados ap0s 8 dias de tratamento

Nota: O controle negativo (A) foi tratado com o veiculo de diluigdo da droga (DMSO 4%). O quimioterapico 5-
fluorouracil (5-FU) 10mg/Kg/dia (B) foi usado como controle positivo. Os animais foram tratados com a
cucurbitacina 2f3,3,160,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona (10 e 25 mg/Kg/dia, C e D). O efeito da
associacdo da cucurbitacina (10mg/Kg) com 5-fluorouracil (10mg/Kg) também foi avaliado (E). Coloragdo por
hematoxilina/eosina e visualizagdo por microscopia Optica. Aumento = 400x.
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5 DISCUSSAO

O desenvolvimento do cancer é o resultado final de uma série de mutagdes
herdadas e/ou adquiridas que causam mudancas importantes no comportamento de uma Unica
célula e de suas células-filhas. A diferenca principal entre células tumorais e células normais
diz respeito a regulacdo. As células tumorais perdem suas caracteristicas normais e adquirem
caracteristicas anormais que afetam a aparéncia, a expressao de proteinas de superficie, o
crescimento, a reproducdo e a morte celular (RIEGER, 2004). A mortalidade proveniente das
varias formas de cancer é inaceitavelmente alta. Em paises desenvolvidos, uma em cada trés
pessoas que desenvolvem cancer morre desta doenca e, mesmo nos casos de diagndstico
precoce, a expectativa de vida pode ser muito curta (KAMB, 2005).

Os produtos naturais tém sido o sustentaculo da quimioterapia do cancer nos
ultimos 30 anos, especialmente as plantas, que possuem uma longa historia de uso no
tratamento do cancer. A procura por agentes anticancer obtidos de fontes vegetais iniciou-se
no final da década de 50 com o descobrimento e desenvolvimento dos alcaldides da vinca,
vimblastina e vincristina, e o isolamento das podofilotoxinas citotdxicas (CRAGG;
NEWMAN, 2005).

A familia Cucurbitaceae é conhecida por possuir espécies extremamente toxicas
para 0s animais e também espécies utilizadas na medicina popular. Os membros dessa familia,
especialmente as plantas do género Cayaponia, sdo empregados popularmente no tratamento
de reumatismo, edema, uretrite, Ulcera, diabetes, sifilis, hemorroidas, feridas, dentre outras...
(CORREA, 1984; RIOS et al., 1990; KAWAHARA et al., 2001; ALARCON-AGUILAR et
al., 2002; GONZALEZ; DI STASI, 2002; BELOIN et al., 2005).

Em um estudo anterior, n6s demonstramos que as trés cucurbitacinas utilizadas
neste trabalho possuiam efeitos citotoxicos contra cinco linhagens tumorais humanas e uma
murina, sem, no entanto, apresentar atividade hemolitica em eritrocitos de camundongos e
atividade antimitética em ovos de ourigo-do-mar (DANTAS et al., 2006).

Diante do fato de que células de mamifero em cultura sdo ferramentas utilizadas
na avaliagéo da citotoxicidade de novos compostos com atividade antitumoral (PAILARD et
al., 1999) e que a citotoxidade das cucurbitacinas aqui estudadas ja foi previamente
demonstrada, este trabalho avaliou 0s mecanismos da acdo anticancer dessas trés
cucurbitacinas obtidas dos frutos da planta Cayaponia racemosa coletada no estado do Ceara.

Modelos celulares, por sua vez, sdo ferramentas (teis e necessarias para observar

a toxicidade de um composto, traduzida, inicialmente, pela sua capacidade de induzir morte
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celular, estando a linhagem HL-60 entre os modelos celulares de origem mieldide mais
amplamente utilizados (COLLINS, 1987; MILITAO et al., 2006; BEZERRA et al., 2007).
Sendo assim, 0s experimentos para avaliar os mecanismos de acao foram realizados utilizando
a linhagem tumoral HL-60 como modelo e consistiram na analise da viabilidade celular por
exclusdo de azul de tripan, inibicdo de sintese de DNA pela incorporagdo do BrdU, anélise
morfologica por coloracdo diferencial com hematoxilina/eosina e anélise do padréo de morte
celular por coloragdo diferencial com brometo de etidio/acridina laranja. Além disso, por
citometria de fluxo, foram avaliados a integridade da membrana celular, o potencial
transmembranico da mitocondria, o conteudo de DNA nuclear da célula, que reflete as fases
do ciclo celular, e a fragmentagdo de DNA. A doxorrubicina, um agente anticancer de amplo
espectro vastamente utilizado na clinica tanto para o tratamento de tumores sélidos quanto
para leucemias, foi usada como controle positivo dos experimentos por apresentar mecanismo

de acdo conhecido.

Inicialmente, o0 método do Alamar Blue foi realizado para acessar o potencial
antiproliferativo das trés cucurbitacinas isoladas de C. racemosa apds 72 horas de incubacgéo
com células mononucleadas de sangue periférico humano (PBMC). Nenhum dos compostos
apresentou citotoxicidade para as células, todos eles apresentando valores de Clso maiores que
25ug/mL.

A viabilidade celular foi, em seguida, determinada pelo teste de exclusdo do azul
de tripan. A deacetilpicracina reduziu a quantidade de células vidveis de maneira
concentracdo-dependente.  Similarmente agiu a cucurbitacina  2f,3p,16a,20(R),25-
pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona. Porém, a cucurbitacina P, na menor concentracdo
testada, ndo reduziu o nimero de células viaveis de maneira significativa. Vale ressaltar que
nenhum dos compostos aumentou o nimero de células ndo-viaveis, ou seja, aquelas que estao
com a integridade da membrana comprometida. Esses ensaios foram realizados apds um
periodo de incubacdo de 24 horas, o que provavelmente justifica a inversdo de poténcia das
cucurbitacinas avaliadas, quando comparado ao ensaio do MTT, realizado ap6s 72 horas de
incubac&o, onde a cucurbitacina P foi a mais ativa.

A atividade antiproliferativa das cucurbitacinas foi ainda avaliada através da
incorporagéo do analogo da timidina, 5-BrdU, durante a sintese de DNA. O resultado achado
foi que a incorporacdo do BrdU foi inversamente proporcional a concentracdo da
cucurbitacina testada. Dessa forma, esses resultados confirmaram a atividade citotdxica

desses compostos observada nos ensaios do MTT e da exclusdo do azul de tripan.
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A maioria das células do corpo estd em estado de quiescéncia (fase GO). Porém,
células em divisdo (como epitélios e medula éssea), devem replicar seu genoma de forma fiel
e precisa, a fim de evitar mutacdes somaticas nos genes de regulacdo do ciclo que podem
culminar com a transformacéo celular. Em média, a fase S dura 6-8 h em cultura primaria de
fibroblastos, embora a duracdo exata dependa do tipo celular e ndo difira entre células
normais, imortalizadas ou transformadas (DIMITROVA; BEREZNEY, 2002). A sintese de
DNA pode ser alterada por diversas vias tais como as alterac6es topoldgicas na molécula do

DNA induzidas por drogas.

Posteriormente, alteracGes morfologicas por coloracdo através de H/E e LA/BE
foram investigadas com o intuito de determinar qual mecanismo de morte celular, apoptose ou

necrose, estaria relacionado com a citotoxicidade das cucurbitacinas.

O termo apoptose refere-se a um processo ativo dependente de energia iniciado
por uma variedade de estimulos, tanto intracelulares como extracelulares, no qual as células
participam da prépria morte numa maneira bastante eficiente e organizada. Apoptose foi
primeiramente descrita por Kerr, Wyllie e Currie (1972), os quais observaram alteracfes
particulares nas células submetidas a morte celular organizada. Ela ocorre normalmente em
varias situacdes fisiologicas (embriogénese, remodelagem e reparo de tecidos, renovacgédo
celular e eliminacdo de anticorpos auto-reativos) e patologicas (agressdo aos acidos nucléicos
por radiacdo e drogas citotdxicas), eliminando células indesejaveis e danificadas,
especialmente quando a lesdo afeta 0 DNA (KUMAR et al., 2004). Devido a importancia no
desenvolvimento e em muitas doencas, incluindo o cancer, a apoptose tem sido alvo de varias
pesquisas nos ultimos 30 anos e os métodos para analisar e estudar a morte celular
programada tém evoluido significativamente (HUERTA et al., 2007; ISRAELS; ISRAELS,
1999).

Existem duas vias principais de ativacdo da apoptose: (1) A via intrinseca ou via
mitocondrial é ativada pelo escape de citocromo ¢ do espaco intermembrana da mitocdndria
para o citosol em resposta a0 aumento da permeabilidade mitocondrial a moléculas pro-
apoptdticas (Bax, Bad e Mcl-1S). Posteriormente, ocorre ativacdo da caspase 9 iniciadora
complexada a proteina Apaf-1 e (2) a via extrinseca é a via dos receptores de morte, como 0
receptor de Faz e receptor de TNF (fator de necrose tumoral, sendo a caspase-8 a principal
iniciadora (ADAMS; CORY, 2007).
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Morfologicamente, nas células sofrendo apoptose observam-se condensacdo e
fragmentacdo nucleares, rompimento da arquitetura do citoesqueleto e consequlente
encolhimento celular e fragmentacdo restos citoplasmaticos em “corpos apoptéticos”, e
posterior fagocitose desses por macrofagos na auséncia de inflamacgéo. Por Gltimo, ocorre a
acdo de endonucleases que clivam o DNA em pequenos fragmentos pré-determinados (180
pares de bases) (ISRAELS; ISRAELS, 1999; STRASSER; O’CONNOR; DIXIT, 2000).

Outros mecanismos de apoptose independentes da cascata de caspases também ja
foram descritos. Esses mecanismos envolvem proteases, fatores indutores de apoptose (AlF,
do inglés apoptosis inducing factors), endonucleases G, calpainas e catepsinas (BROKER;
KRUYT; GIACCONE, 2005).

Em contraposicdo a apoptose, a necrose é, morfologicamente, caracterizada por
inchaco e faléncia das mitocondrias, nos estagios iniciais, além de desintegracdo da
membrana plasmatica e perda da homeostase, inchaco e ruptura celular, com consequente
ocorréncia de inflamacdo ao redor das células mortas atribuivel a liberacdo do conteddo
celular, incluindo proteases e lisozimas, e de citocinas proé-inflamatdrias pelos macréfagos
adjacentes. A aparéncia morfoldgica resulta da desnaturacdo das proteinas intracelulares, da
digestdo enzimatica e da catastrofe bioenergética por deplecdo de ATP a niveis incompativeis
com a sobrevivéncia das células devido a insultos toxicos ou danos fisicos (EDINGER,;
THOMPSON, 2004; ISRAELS; ISRAELS, 1999; KUMAR et al., 2004).

A microscopia Otica possui pouca capacidade de detectar células apoptoéticas.
Contudo, ela pode ser incrementada por coloragc6es utilizando o iodeto de propideo (IP), o
qual diferencia células necroéticas. Ainda, a acuidade da microscopia 6tica pode ser melhorada
através do uso de fluorescéncia. Essas técnicas podem ser detectar os eventos finais da
apoptose (HUERTA et al., 2007).

A analise morfoldgica através de microscopia Optica utilizando a colora¢do com
HE revelou que os trés compostos causaram alteracbes nucleares e citoplasmaticas
compativeis com a morte por apoptose, como retragdo celular, fragmentacdo de DNA e
vacuolos, o que foi confirmado pelos achados obtidos com a coloragdo com LA/BE. Na
coloracéo diferencial com LA/BE, para as trés cucurbitacinas nas duas concentragdes (2,5 e
5,0ug/mL), observou-se um aumento do numero de células com caracteristicas compativeis
com apoptose, com cromatina fragmentada, acompanhado de uma dréstica redugdo do nimero

de células viaveis. Semelhante ao observado no ensaio da exclusdo do azul de tripan, nao
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foram detectadas celulas com caracteristicas de morte por necrose, ou seja, lesdo na
membrana, auséncia de corpos apoptoéticos e um padrdo de coloragdo laranja-avermelhada. O
fato da cucurbitacina P (2,5ug/mL) ndo ter apresentado diminuicdo do numero de células
viaveis no ensaio da exclusdo do azul de tripan provavelmente pode ser explicado porque as
células ainda estavam com a capacidade de expulsar o azul de tripan e com membrana
plasmaética integra e por isso ndo foram coradas de azul e poderiam estar nos estagios iniciais

de apoptose, o que foi detectado pela coloracdo por brometo de etidio/laranja de acridina.

A capacidade das cucurbitacinas de induzir apoptose em células em cultura tem
sido investigada em diversos trabalhos (KESTER et al., 2008; LIU et al., 2008a; LIU et al.,
2008b; YANG et al., 2007; SHI et al., 2006).

Cada método para detectar e verificar apoptose possui vantagens e desvantagens e
o ideal é confirmar a apoptose através de multiplas técnicas. Por exemplo, observacéao
microscopica das alteracbes morfolégicas combinada com ensaios de fragmentacdo de DNA
sdo dois métodos confidveis independentes que definem a morte celular ocorrendo por
apoptose. Mas, a técnica mais confiavel permanece sendo a observacdo das alteracBes
morfolégicas (HUERTA et al., 2007).

O corante fluorescente IP torna-se altamente fluorescente ao se ligar ao DNA das
células ndo-viaveis. Dessa forma, é possivel diferenciar células ndo-viaveis de viaveis e
contd-las através de citometria de fluxo. Durante a apoptose e fragmentacdo de DNA, a
guantidade de DNA marcado diminui nas células. A percentagem de células na fase G1

naturalmente diminui com o progresso da apoptose (HUERTA et al., 2007).

Baseado nisso, foram realizados experimentos utilizando citometria de fluxo com
corantes fluorogénicos para avaliar os efeitos das cucurbitacinas sobre a viabilidade celular,
distribuicdo do ciclo celular e despolarizacdo da membrana mitocondrial. Nesses
experimentos de citometria, apenas a deacetilpicracina e a cucurbitacina 23,3p,16a,20(R),25-

pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona foram avaliadas.

A cucurbitacina  2f3,3B,160,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona  na
concentragdo de 5,0pug/mL reduziu a viabilidade celular, avaliada pela integridade da
membrana plasméatica. Enquanto que esse composto na concentracdo de 2,5ug/mL e a
deacetilpicracina em nenhuma das concentracdes testadas ndo alteraram a integridade da

membrana citoplasmatica.
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A andlise da distribuicdo do ciclo celular foi realizada por citometria de fluxo
utilizando o IP como agente fluorescente e os resultados mostraram que a deacetilpicracina,
nas duas concentracOes testadas (2,5 e 5,0ug/mL), causou parada do ciclo celular na fase S,
acompanhada de reducdo do conteddo de DNA nas fases G1 e G2/M. Além disso, foi
observado aumento em sub-G1, indicando um acumulo de células com DNA fragmentado
(10,62%). Por sua vez, a cucurbitacina 2f3,3,16a,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-
ona ndo resultou em parada do ciclo celular estatisticamente significante, porém, se observou

reducdo da percentagem de DNA na fase G2/M (Cucurbitacina 5,0pug/mL).

Trabalhos anteriores ja reportaram a capacidade de cucurbitacinas de causar
parada do ciclo celular em linhagens tumorais. A diidrocucurbitacina B foi estudada por Yang
et al. (2007) em ceélulas de cancer de mama da linhagem Bcap 37 e os resultados encontrados
revelaram que o composto foi capaz de causar parada do ciclo celular em G2/M, seguida de
apoptose confirmada por: (1) alteragdes morfolégicas como cromatina condensada e
fragmentada, encolhimento celular e formacdo de corpos apoptéticos, utilizando a coloragéo
com Hoechst 33342 e (2) aumento da fragmentacdo de DNA, acumulo citosolico de
citocromo ¢ e aumento da atividade das caspases 3, 8 e 9, confirmados por citometria de fluxo

e Western blot.

Liu et al. (2008a, 2008b) demonstraram o efeito antiproliferativo e a inducdo de
apoptose da associacdo da cucurbitacina B com o docetaxel e concluiram que a atividade
antitumoral observada in vitro e in vivo era resultado de parada do ciclo celular em G2/M e
apoptose, acompanhados de supressao da expressao de proteinas-chaves envolvidas nos ciclo
celular e na apoptose, sendo elas STAT-3, ciclina B1 e Bcl-2. Foi sugerido que a diminuigédo
da expressdo de ciclina B1 pode ser resultado da inibicdo da ativacdo de STAT-3 (LIU et al.,
2008a, 2008b). Sabe-se que a ativacdo persistente de STAT-3 esta implicada na patogénese de
diversas malignidades (BLASKOVICH et al., 2003; KESTER et al., 2008) e que alguns
membros da familia STAT estdo implicados na transformacdo de células normais em
malignas (GARCIA; JOVE, 1998). Diante disso, os autores sugeriram que a indugdo da
parada do ciclo celular e apoptose era devido a supressdo da ativagdo de STAT-3 (LIU et al.,
2008a).

Os processos oncogénicos, aqueles envolvidos na génese do céncer, afetam
principalmente reguladores da fase G1. Enquanto que as células normais precisam de

estimulacdo mitogénica para entrar no ciclo celular, células tumorais entram e permanecem no
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ciclo. Adicionalmente, os pontos de checagem de DNA e do fuso mitético séo frequentemente
“desligados” nas células transformadas, resultando em mais instabilidade genética e vantagens
do ponto de vista proliferativo comparadas com células ndo-transformadas. 1sso sugere que o
restabelecimento do controle do ciclo celular via acdo farmacoldgica nos componentes
desregulados dos pontos de checagem poderia ser uma estratégia viavel na terapia do cancer.
Muitos dos agentes anticancer atualmente empregados clinicamente atuam em alguma fase do
ciclo celular (FISCHER; GLOVER; LANE, 2004).

Apos a replicacdo do DNA na fase S, a célula entra na fase G2, onde os danos ao
DNA séo detectados por dois grupos de proteinas-sensores. O principal papel dos pontos de
checagem em G2 é prover o tempo necessario para a célula reparar algum dano antes do
inicio da mitose. As proteinas-sensores comunicam a maquinaria de reparo do DNA para
iniciar o processo (FISCHER; GLOVER; LANE, 2004).

A mitose envolve uma profunda reorganizacdo da arquitetura da célula para
permitir a segregacdo dos cromossomos e a citocinese. Esse processo requer extensiva
regulacdo porque erros ocorrem resultando em aneuploidia da célula, ou seja, distribui¢do
assimétrica dos cromossomos para as células-filhas. A mitose é subdividida em préfase,
metafase, anafase e telofase. Durante a profase, os cromossomos, ja replicados, séo
condensados e os dois centrossomos migram para pélos opostos. Seguindo a desintegracdo da
membrana nuclear, o fuso mitético comeca a se formar. Na pr6-metéfase, os microtbulos que
formam o fuso mitético comecam a interagir com 0s cromossomos, culminando com
posicionamento desses no centro do fuso, na chamada placa metafasica. Na fase subsequente,
a anafase, as cromatides-irmas comegcam a se segregar em seus centrdmeros. Em seguida, 0s
cromossomos-filhos comecam a mover-se em dire¢do aos dois polos da célula direcionados
pelos microtibulos. A tel6fase, que antecede a citocinese, caracteriza-se pela completa
migracdo dos cromossomos para 0s polos. Por fim, um anel central de actina forma-se e causa
constricdo e uma nova membrana celular é formada e entdo incorporada separando duas
células-filhas (FISCHER; GLOVER; LANE, 2004).

A inibicdo direta do fuso mitético com agentes como o paclitaxel, docetaxel e
vimblastina, tem sido bem sucedida terapeuticamente, embora as verdadeiras raz0es para a
seletividade observada entre células cancerosas e células normais permanecem evasivas.
Provavelmente, isso se deve, em parte, ao fato de que essas drogas exploram os defeitos nos
pontos de checagem de muitas células tumorais. Apesar da seletividade, toxicidade e

resisténcia ainda sdo observadas no tratamento com esses agentes. Por essa razdao, novos
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inibidores do fuso continuam sendo desenvolvidos, assim como estratégias antimitoticas
alternativas estdo emergindo. As mais estudadas sdo a inibicdo de proteinas motoras e
quinases, como quinesinas, PLK (do inglés polo-like kinases) e aurora-quinases (FISCHER,;
GLOVER; LANE, 2004).

Os pontos de checagem sdo mecanismos inerentes ao ciclo celular que asseguram
o0 intervalo de tempo adequado dos eventos do ciclo e monitoram a integridade do DNA
(HARTWELL; WEINERT, 1989; MOLINARI, 2000). A entrada na fase M ¢ bloqueada pelos
pontos de checagem de G2/M quando ocorre dano ao DNA. O bloqueio das células com dano
ao DNA em G2/M permite a acdo da maquinaria de reparo do DNA e a continuagéo do ciclo
ou a parada permanente do ciclo seguida de apoptose se o dano for muito severo. Assim,
agentes que atuem blogueando esse ponto de checagem podem proteger os organismos da
acumulacdo de mutacdes (YANG et al., 2007).

Com a identificagdo de um numero crescente de alvos moleculares associados
com certas neoplasias, high throughput screening de compostos contra varios desses alvos
forma agora a base do descobrimento de agentes anticancer. Exemplos disso sdo as ciclinas
dependentes de quinase (Cdk’s), as quais, juntamente com as ciclinas, possuem importante
papel na regulacdo da progressao do ciclo celular, e a inibicdo da sua atividade atrasa ou para

a progressao em estagios especificos do ciclo celular (NEWMAN et al., 2002).

A mitocbndria estd implicada na apoptose na chamada via intrinseca. Ela sofre
duas mudancas durante a apoptose. Primeiro, as membranas externas mitocondrial tornam-se
permeaveis a proteinas, resultando no escape de proteinas normalmente retidas no espaco
entremembranas, proteinas como citocromo c, fatores indutores de apoptose e outras.
Segundo, o potencial de membrana da membrana interna mitocondrial é reduzido (CHANG;
YANG, 2000; GREEN; KROEMER, 1998; GREEN; REED, 1998).

Durante a apoptose, a disfuncdo mitocondrial falada anteriormente s6 ocorre nos
primeiros estagios da apoptose e é acompanhada de um decréscimo do potencial de membrana
mitocondrial. Mudancas nesse potencial podem ser examinadas por fluorescéncia utilizando
fluorocromos sensiveis a mudangas de potencial juntamente com citometria de fluxo
(MACHO et al., 1996).

A perda do potencial transmembranico da mitocondria é refletida pela menor
capacidade da mitocondria de acumular rodamina 123. A deacetilpicracina causou

despolarizacdo da membrana mitocondrial na maior concentragéo testada (5,0pg/mL). O dado
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sugere possivel participacdo da deacetilpicracina na via intrinseca da apoptose. A
cucurbitacina 23,3p,16a,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona nao alterou o potencial

transmembranico de maneira estatisticamente significante.

O potencial antitumoral in vivo da cucurbitacina foi avaliado no modelo
experimental do tumor Sarcoma 180. Esse tumor é original de camundongo e uma das
linhagens tumorais mais freqlientemente utilizadas na pesquisa de atividade antitumoral in
vivo (LEE et al., 2003). O Sarcoma 180 foi, inicialmente, identificado no Croker Laboratory
(Columbia University, New York) em 1914. E um tumor de natureza solida, que foi
inicialmente classificado como carcinoma mamario, por surgir espontaneamente na regido
axilar de camundongos (SCHABEL et al., 1977). O quimioterdpico 5-fluorouracil foi
utilizado como controle positivo e foi administrado em camundongos Mus musculus Swiss
por via intraperitoneal na concentracdo de 10mg/Kg diariamente por 8 dias. E um agente
antimetabolico da classe dos analogos da pirimidina que em ultima instancia levam a um
bloqueio da timidilato sintase (HARDMAN; LIMBIRD, 1996). A cucurbitacina
2P3,3p3,160,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-ona foi administrada isoladamente nas
doses de 10 e 25mg/Kg/dia ou combinada com o 5-FU (10 + 10mg/Kg/dia). A cucurbitacina
na dose de 10mg/Kg/dia ndo causou inibicdo tumoral significante no modelo apresentado,
enquanto que na dose de 25mg/Kg/dia causou 52% de inibi¢do tumoral quando comparado
com o controle negativo. Além disso, a associacdo com o quimioterapico 5-FU incrementou a
atividade antitumoral da cucurbitacina isolada na mesma dose, apresentando inibi¢do tumoral
de 62%.

A resisténcia apresentada por muitos pacientes com cancer ao tratamento com
agentes anticancer padrdo é um sério problema encontrado na terapia do cancer, e ela pode
surgir em uma populacdo de células através da exposicdo repetida a um determinado farmaco.
Essa populacdo de células pode subsequentemente mostrar ampla resisténcia cruzada a outros
farmacos mesmo que nunca tenha sido exposta a esses agentes e esse fendmeno é chamado
resisténcia a multidrogas (MDR, do inglés Multi-drug Resistence). MDR pode estar
relacionada com a presenca de um gene MDR1 codificando uma proteina (Pgp; glicoproteina
P) a qual bombeia efetivamente o farmaco para fora da célula, desse modo, impossibilitando
suas agdes antitumorais (CRAGG; NEWMAN, 2005).

Os protocolos clinicos de quimioterapia do cancer raramente utilizam um Unico
farmaco e normalmente combinam dois ou mais agentes com diferentes mecanismos de agéo.

Esse procedimento de combinacdo na quimioterapia pode aumentar a eficacia terapéutica,
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diminuir a toxicidade aos tecidos normais e minimizar ou atrasar os efeitos da resisténcia aos
farmacos (LIU et al., 2008a, 2008b). Esse efeito anticancer adicional observado na
quimioterapia do cancer também foi observado nos experimentos aqui apresentados, ja que a
associacdo da cucurbitacina com um quimioterdpico ja conhecido causou maior inibicdo
tumoral quando comparada com a atividade isolada da cucurbitacina na mesma dose.

Para verificar a ocorréncia de efeitos toxicos decorrente do tratamento com a
cucurbitacina, foram realizadas analises histopatoldgicas do tumor e de alguns 6rgdos que se
sabe serem alvos de toxicidade de quimioterapicos. O tratamento com a cucurbitacina causou
branda hepatotoxicidade, observada pela tumefacdo celular, degeneracdo hidropica,
hiperplasia das células de Kupffer e também pela presenca de células inflamatorias dispersas e
congestdo portal e da veia centrolobular na dose de 10mg/Kg. Por outro lado, na dose de
25mg/Kg ndo foram observadas alteracdes evidentes.

A hiperplasia das células de Kupffer observada nos animais pode ser explicada
pela ativacdo de células mononucleadas envolvidas na degradacdo de eritrécitos, na
fagocitose de detritos celulares, absorcdo de ferro ou por focos hemorragicos devido a
congestdo vascular. Além disso, esses macréfagos, quando ativados, liberam citocinas pro-
inflamato6rias que estdo diretamente relacionadas a toxicidade tecidual local ou sistémica
(KUMAR et al., 2005). Sabe-se que danos hepaticos substanciais provocados por toxicos,
como o 5-FU, sdo potencialmente reversiveis desde que a arquitetura do tecido conjuntivo se
mantenha integra e capaz de fornecer regeneracéo celular (KUMMAR et al., 2005).

Nos rins, a cucurbitacina tanto na menor quanto na maior dose, mais
discretamente na menor dose, causou hemorragia glomerular e tubular, intensa tumefacgéo
celular e cilindro hialino. No grupo controle negativo também foram observadas hemorragias
e tumefacdo celular. Sendo assim, as alteracfes observadas no tratamento com a cucurbitacina
resultam em leve toxicidade aos rins sem alterar a estrutura glomerular.

O tratamento com a cucurbitacina nos bacos provocou presenca de foliculos
linféides evidentes e muitos megacaridcitos. Na dose de 25mg/Kg, também se observaram
foliculos linfoides evidentes e também pigmentos de hemossiderina. No entanto, a alteragdo
mais evidente foi o aumento do peso Umido dos bacos verificado com o tratamento das duas
doses da cucurbitacina isolada e em combinacdo com o 5-FU. A presenca de megacariocitos e
0 aumento no tamanho dos bacos podem sugerir uma possivel atividade imunoestimulante.

Essa provavel atividade imunoestimulante conflita com varios achados na
literatura que revelam a atividade antiinflamatéria de cucurbitacinas in vivo e in vitro
(ESCANDELL et al., 2006; PARK et al., 2004; RECIO et al., 2004; SIQUEIRA JR et al.,
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2007). Esse paradoxo pode ser explicado pelos diferentes efeitos de cucurbitacinas acetilada
ou ndo e com saturacdo na cadeia lateral ou ndo (MUSZA et al., 1994), bem como se levado
em consideracao a variedade de células e diferentes formas de resposta aos compostos.

Anteriormente foi relatada a atividade antitumoral in vivo em ratos no modelo do
carcinoma de Walker 256 de uma fracdo purificada obtida do rizoma da cucurbitacea
Wilbrandia verticilata, conhecida popularmente por ‘“cabega-de-negro” e utilizada
popularmente como antireumatico. Essa fracdo purificada parecia conter duas novas
norcucurbitacinas glicosiladas. Apdés 10 dias de tratamento, a fracdo na dose diaria de
10mg/Kg causou aproximadamente 75% de inibigcdo tumoral, enquanto que o tratamento com
0 quimioterépico ciclofosfamida na dose de 2,5mg/Kg/dia causou 82,9%, comparando com 0
grupo controle tratado com Ringer. Ao final do tratamento, alguns animais apresentaram
diarréia, tremores e perda de peso.

Com o desenvolvimento de novas tecnologias, por exemplo, o desenvolvimento
dos anticorpos monoclonais, alguns dos agentes que antes falharam em estudos clinicos estdo
novamente sendo estudados. A habilidade de combinar agentes para carrear as moléculas
diretamente para tumores especificos mostra promessa para efetivamente direcionar produtos
naturais com alta toxicidade até os tumores enquanto evita seus efeitos adversos para tecidos
normais (CRAGG; NEWMAN, 2005).

Os achados apresentados aqui reforcam a importancia que os produtos naturais
ainda possuem para a descoberta e desenvolvimento de novos agentes anticancer mais
eficazes e mais seletivos para as células tumorais. Adicionalmente, esse trabalho é de grande
importancia para o estudo das cucurbitacinas, visto que muito pouco se sabe sobre o modo de

acdo desses compostos em células tumorais in vitro e in vivo.
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6 CONCLUSAO

Em sumario, os resultados apresentados indicam que a deacetilpicracina e a
cucurbitacina  2[3,3,16a,,20(R),25-pentahidroxi-cucurbita-5-en-22-on  sdo  fitoquimicos
promissores do ponto de vista antitumoral por apresentarem moderada atividade in vitro e in
vivo e seletividade para células cancerosas, como observado no ensaio com células
monocucleadas de sangue periférico humano e na anélise histélogica dos principais érgaos
que sdo alvos de toxicidade de agentes quimioterapicos.

E mostrado que a deacetilpicracina induz parada do ciclo celular na fase S seguida
de apoptose, associada a alteracdo do potencial transmembrana mitocondrial e a alteracdes
morfoldgicas classicas de apoptose. A cucurbitacina 2f3,33,16a,20(R),25-pentahidroxi-
cucurbita-5-en-22-on reduziu significativamente a massa do tumor Sarcoma 180 em
camundongos Mus musculus Swiss sem causar sérios efeitos toxicos aos 6rgdos analisados e,

adicionalmente, parece atuar de modo imunoestimulante na defesa do hospedeiro.
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