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DETERMINACAO DO MECANISMO DE ACAO CITOTOXICA DE ALGUNS
COMPOSTOS EXTRAIDOS DE PLANTAS DO NORDESTE BRASILEIRO

Universidade Federal do Ceara
Curso de Pos-Graduacdo em Farmacologia
Tese de Doutorado em Farmacologia, UFC, 2000
Orientador: Prof. Dr. Manoel Odorico de Moraes Filho

Claudia do O Pessoa

Onze compostos originados de plantas do Nordeste Brasileiro foram avaliados
quanto aos seus efeitos antiproliferativos em células tumorais humanas CEM (leucemia) e
SW-1573 (pulm&o), e em células normais humanas CCD-922 (fibroblasto), pelo método do
MTT. Cinco desses compostos foram selecionados com valor de IC50 menor que 10 pg/mL
nas linhagens de células tumorais. Dentre 0os compostos, a Jatrofona mostrou citotoxicidade
inespecifica, com valores de IC50 menores que ! pg/mL para as trés linhagens. Enquanto que
um diterpeno e um flavandide, ambos da Egletes viscosa (familia da Compositeae), tiveram
moderada atividade. O acetato da lactona do &acido hautrivaico (clerodano A) teve uma
citotoxicidade com valores de 6, 6 e 10 pg/mL e o 4’5-dihidroxi-3,3’,7,8-tetrametoxi-flavona
(tematina) com IC50 de 2, 2 e 10 pg/mL nas células CEM, SW-1573 e CCD-922,
respectivamente. As oncocalyxonas A (re/-8a.-hidroxi-5-hidroximetil-2-metoxi-8aP-metil-
7,8,8a,9-tetrahidro) e C  (reZ-10cc, 110-epoxi-l la-etoxi-8a.-hidroxi-2-metoxi-8a0-metil-
5,6,7,8,8a,9,10,10aP-octahidro), ambas1,4-antracenodionas originadas da Auxemma
oncocalyx (familia da Boraginaceae), com IC50 de 0,8-2, 7-8 e 12-13 pg/mL mostraram maior
citotoxicidade e especificidade nas células CEM, SW-1573, CCD-922 respectivamente. Esses
quatro ultimos compostos foram examinados, em relagdo a sua reatividade com DNA pela
andlise da incorporagdo a 5-BrdU e indugdo a apoptose (anédlise do TUNEL e Anexina V).
Com excecdo da tematina, os demais compostos causaram dano ao DNA marcada inibi¢do da
incorporacdo & 5-BrdU e forte inducdo a apoptose. Os derivados da oncocalyxona A obtidos
por clorinacdo e acetilagdo foram menos citotoxicos e reativos do que o composto original nas
celulas leucémicas humanas. A citotoxicidade da oncocalyxona A quando comparada com
outras drogas anticncer pertencentes ao grupo das antraquinonas, apresenta baixa poténcia.
Todavia, nas células multiresistentes-, a sensibilidade a doxorrubicina diminuiu 10 a 500,
enguanto que a citotoxicidade a oncocalyxona A foi moderamente reduzida 2x. Estudo in vivo
mostrou inibicdo significativa no crescimento tumoral de aproximadamente 42% e 50% nos
tumores da linhagem L1210 e no Carcinoma de Ehrlich, respectivamente. Concluimos que a
oncocalyxona A (1,4-antracenodiona), uma nova benzoquinona, com potencialidade
terapéutica na quimioterapia do cancer, que possivelmente envolve reatividade ao DNA
levando a apoptosg, as células cancerigenas.
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ABSTRACT



DETERMINATION OF THE MECHANISM OF ACTION OF CYTOTOXIC
COMPOUNDS EXTRACTED FROM PLANTS OF NORTHEAST BRAZIL

Federal University of Ceara
Postgraduate Pharmacology Program
Supervisor: Manoel Odorico de Moraes Filho, Ph.D.
Ph.D. in Pharmacology, UFC, 2000

Claudia do O Pessoa

Eleven phytochemicals derived from plants to Northeast Brazil were studied
for their antiproliferative effects in the human tumor cell lines CEM (leukemia) and SW-1573
(lung tumor), and in the normal human fibroblast cell line CCD-922. Using the MTT
microtiter assay, five compounds were found to have IC50 values less than 10 gg/mL in the
tumor cell lines. Jatrophone showed non-specific cytotoxicity, with 1C50 values less than 1
gg/mL for all three cell lines. Meanwhile, a diterpenoid and a flavanoid, both from Egletes
viscosa (Compositae family) had moderate activity. The 12-acetoxy hautriwaic acid lactone
(clerodane A) was cytotoxic, with 1C50 values of 6, 6 and 10 gg/mL, while 4’5-dihydroxy-
3,3’,7,8-tetramethoxy-flavone (tematin) was growth-inhibitory, with 1C50 values of 2, 2 and
10 gg/mL in CEM, SW-1573 and CCD-922, respectively. Those compounds showing more
differential cytotoxicity were oncocalyxones A (re/-8a-hydroxy-5-hydroxymethyl-2-
methoxy-8al3-mehtyl-7,8,8a,9-tetrahydro-l,4-anthracenodione) and C (re/-10a,HJ3-epoxy-
| la.-ethoxy-8a-hydroxy-2-methoxy-8aP-methyl-5,6,7,8,8a,9,10,10aP-octahydro-1,4-
anthracenodione), both derived from Auxemma oncocalyx (Boraginaceae family), with 1C50
values of 0.8-2, 7-8 and 12-13 gg/mL in CEM, SW-1573 and CCD-922, respectively. These
four latter compounds were examined for their DNA reactivity, with regard to inhibition of
DNA synthesis (5-BrdU incorporation) and induction of apoptosis (TUNEL assay and
annexin V binding). Except for tematin, these compounds caused DNA damage, marked
inhibition of 5-BrdU incorporation, DNA strand breaks and strong induction of apoptosis.
Derivatives of oncocalyxone A obtained by chlorination and acetylation were less cytotoxic
relative to the parent compound when tested against human leukemia cells. The cytotoxicity
of oncocalyxone A when compared with other anticancer drugs belonging to the
anthroquinone group, showed a low potency. Nonetheless, in multidrug resistant tumor cells
with 10 to 500 fold lower sensitivity to doxorubicin, oncocalyxone A cytotoxicity was only
moderately reduced twofold. In vivo, studies showed substantial inhibition oftumor growth of
approximately 42% and 50% in L1210 leukemia and Ehrlich carcinoma, respectively.
Oncocalyxone A (1,4-anthracenedione) could be considered as a new benzoquinone, with
therapeutic potential in cancer chemotherapy, that possibly involving DNA reactivity leading
to apoptosis in the cancer cells.
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l. INTRODUCAO



1. O Cancer

O termo céancer é a traducdo latina da palavra de origem grega
carcinoma (karkino, crustaceo). Foi usada pela primeira vez por Galeno,
aproximadamente em 132-201 a.C., para indicar um tumor maligno de mama em
gue as veias superficiais desse Orgdo apareciam intumescidas e ramificadas,
assemelhando-se a pata de um caranguejo (Kardinal & Yarbo, 1979). A palavra
cancer é usada para identificar um grande ndmero de processos patologicos
complexos e diferentes que envolvem divisdo celular desordenada em diversos

tipos de tecidos (Heppner & Miller, 1998).

A maioria dos canceres esta, sem sombra de davidas, relacionada a
agentes etioldégicos ambientais ou hereditarios, tais como: mutacdes esponténeas,
substancias quimicas, virus, radiagfes ionizantes e bactérias. A susceptibilidade ao
cancer pode se manifestar através das diferencas herdadas de uma classe especial
de genes envolvidos com a proliferacdo celular, apoptose e/ou sistema de reparo do
DNA, ou decorrente de alteragBes somaticas na expressdo desses mesmos genes

(Perera, 1997).

A idéia de que substancias quimicas podem desencadear a formacgao
de tumores é bem antiga. Em 1775, Sir Percival Pott, na Inglaterra, verificou
canceres no escroto de limpadores de chaminé, o que foi por ele relacionado ao
contato destes com a fuligem e o carvdo. Em 1876, na Alemanha, Volkman
observou cancer de pele em trabalhadores que manipulavam alcatrédo e hulha (Pott,
1987). Vinte anos mais tarde, em Frankfurt, Rehn relatou uma maior incidéncia de
cancer de bexiga em pessoas que trabalhavam na selecdo manual de cristais de

anilina (Fleck, 1992).

Os fatores pré-disponentes ao cancer passaram a ser investigados com

maior atencdo a partir da década de 60, com a aceitacdo em 1965 do cigarro como



sendo o0 maior causador de cancer de pulmao. Estudos epidemiolégicos revelaram
taxas de incidéncia em diferentes tipos de céancer nas diversas regides do mundo.
Por exemplo, no Japdo, ha maior incidéncia de cancer de estbmago, devido aos
habitos alimentares, enquanto que a taxa de neoplasias de mama e de célon é muito
baixa. Nos Estados Unidos, essa proporcdo se inverte, mas quando um destes
grupos étnicos migra de seu pais de origem, pode deixar de desenvolver aquele tipo

de cancer predominante da sua regido original (Coelho, 1998).

A importancia do cancer na area de saude publica vem aumentando a
medida que ocorre o controle progressivo de outras doengas. O avanco da ciéncia e
da tecnologia tem possibilitado a melhoria dos meios de diagnéstico e de
tratamento, que aliados ao desenvolvimento socio-econdmico contribuem para um
declinio das taxas de mortalidade por enfermidades controlaveis, tais como a
tuberculose, a desnutricdo, o diabetes mellitus e outras afec¢des. O cancer é a 2~
causa de morte no Brasil em numeros absolutos, subsequente as doencas
cardiovasculares, quando ndo sdo considerados 0s Obitos por causas externas
(BRASIL, 1999). A analise da tendéncia temporal mostra um aumento significativo
de sua participacdo percentual dentre todos os Obitos durante as ultimas décadas,
fazendo com que as neoplasias malignas ocupem, progressivamente, maior
dimensdo em termos de mortalidade no Brasil, constituindo assim, um importante
problema de saude publica. Segundo estimativas do Ministério da Saude, mais de

280.000 novos casos de cancer sdo esperados para o ano 2000 (BRASIL, 1999).

2. Produtos Naturais

As plantas tém historicamente um papel importante no tratamento das
doencas. A medicina tradicional, baseada no uso de produtos obtidos a partir de
plantas, é responsavel por aproximadamente 85% dos medicamentos em paises

subdesenvolvidos. Um grande nimero de atividades farmacoldgicas é mediada por



estas drogas, as quais estdo correntemente em uso, como o0s glicosidios
cardioténicos (digitalicos), anticolinérgicos (alcaléide atropa beladona), analgésicos
e antitussigenos (alcaldides do 6pio), antihipertensivos (reserpina), colinérgicos
(pilocarpina), anestésicos (cocaina), relaxantes musculares (tubocurarina) e agentes
antitumorais (vimblastina e paclitaxel) (Pezzuto, 1997). Os produtos naturais
representam 25% das prescri¢coes de drogas no mercado Americano, que em 1990

aproximou-se de US$ 15,5 bilhdes.

Muitas drogas correntemente em uso na terapia do cancer foram
descobertas de forma racional, baseadas no desenho da estrutura, e muitas outras
tém sido descobertas por processos empiricos. A avaliagdo da atividade
antineoplasica dessas drogas, através de programas de screening, comegou com a
mostarda nitrogenada, em 1940, e hoje existem mais de 50 drogas anticancer
viaveis. Muitas dessas que sdo utilizadas na pratica médica foram derivadas de
produtos naturais como: Paclitaxel e Docetaxel (Taxus brevifolia L.), Vimblastina e
Vincristina (Catharanhtus roseus G. Don), Tenoposida e Etoposida (Podophyllum
pellatum) e Camptotecina (Camptotheca acuminata Decne) (Cordell et al., 1992).
O sucesso terapéutico dessas substancias estimula a procura de novos agentes

guimioterapicos derivados de produtos naturais.

O uso de drogas antineoplésicas derivadas de plantas se iniciou ha
mais de 40 anos, quando-Noble e cols. (Hartwell et al., 1969) usaram estudos
etnofarmacologicos para catalogar alguns produtos naturais usados pelos indigenas.
As folhas da planta Jamaica Vinca rO0sea eram utilizadas por esses indios,
inicialmente, como cha hipoglicemiante. Entretanto, os estudos iniciais do extrato
dessas folhas, administrado oralmente para ratos e coelhos, ndo constatou
diminuicdo significativa nos niveis plasméticos de acucar. Por outro lado, quando
esse extrato foi administrado por via intraperitoneal, induziu uma potente
mielossupressdo-, matando os animais entre 7 e 10 dias. Estudos quimicos

identificaram a Vincaieucoblastina como componente ativo, a qual se mostrou,



posteriormente, efetiva no tratamento de alguns sarcomas, do adenocarcinoma
mamario e de alguns tipos de leucemias e linfomas, atuando através da inibicdo da

formacdo de microtubulos durante a divisdo celular (Budd et al., 1983).

Contudo, a descoberta do Paclitaxel (Taxol®) foi feita através de uma
escolha aleatéria e que nédo teve base na medicina popular. O composto demonstrou
marcante atividade antitumoral, evidenciada, inicialmente, no tratamento dos
canceres de mama e ovario, e posteriormente, estendida para outros tipos de
tumores. O Paclitaxel foi isolado a partir de um produto natural, a casca da Taxus
brevifolia, em que o0 seu mecanismo de acdo citotOxico ocorre através da
estabilizacdo dos microtubulos (Slichenmeyer & Von Hoff, 1990; Holmes et al.,

1991).

Diversos produtos naturais continuam a ser investigados. Mais
recentemente, foi evidenciada uma potente atividade num composto obtido da
casca da Camptotheca acuminata, uma arvore utilizada na medicina popular
chinesa, cuja substancia ativa é a Camptotecina, inibidora da enzima topoisomerase
I (Wall & Wani, 1977). Desta, outros derivados foram obtidos, como o topotecan e
a camptoteca (CPT-11), e o 9-aminocamptotecina. Todas essas tém apresentado

significante atividade antitumoral (Cragg & Newman, 1999).

Novos compostos naturais e semi-sintéticos vém sendo usados com
eficiéncia numa grande variedade de tumores. O Taxotere, e alguns alcaldides
semi-sintéticos obtidos a partir da vincristina, como vinorelbine (Navelbine®), bem
como o andlogo da camptotecina, o hidroclorado de topotecan (Hycamtin®), tém
demonstrado 6timos resultados em tumores humanos (Rowe, 1996; Dancey &
Eisenhaver, 1996). Indubitavelmente, drogas derivadas de plantas tém um

importante papel na quimioterapia do cancer.



Aproximadamente 20.000 espécies de plantas sdo utilizadas na
medicina tradicional, sendo que a maioria das espécies ndo foi avaliada quimica ou
farmacologicamente. E bem conhecido que as plantas produzem uma grande
variedade de moléculas quimicas, e por isto, apresentam uma potencial atividade
farmacoldgica. Técnicas modernas utilizam ensaios para ligagdo especifica de
compostos a receptores ou enzimas, e tais ensaios podem ser utilizados para
orientar o ffacionamento de complexas misturas de agentes quimicos presentes nos
extratos de plantas. O rapido crescimento da informética e uma combinacdo de
técnicas quimicas, bioldgicas e moleculares podem ser usadas para isolamento e

identificagdo de novas drogas e analogos (Cragg et al., 1997).

Apesar do consideravel arsenal de drogas ja existente para o
tratamento do cancer e para 0 sucesso terapéutico em varios tipos de neoplasias,
ainda ndo se chegou ao composto ideal. Por isso, continua a busca incessante de
novos compostos mais especificos para a célula tumoral, com menos efeitos
colaterais, maior poténcia terapéutica e menor indice de resisténcia. Varias
metodologias vém sendo empregadas no sentido de identificar novas drogas
antitumorais de ocorréncia natural, por exemplo, o screening de fitocompostos, no

qual a informagéo etnofarmacoloégica é o ponto de partida.

3. Testes de Citotoxicidade

Os testes para estabelecer o potencial citotdéxico das drogas utilizando
cultura celular ganharam impulso quando Wright e cols., em 1981, relataram uma
boa correlacéo entre as respostas encontradas nos estudos utilizando cultura celular
com as encontradas nos tumores in vivo. Quando comparados os dados obtidos in
vitro com os da clinica, foi observado 90% de similaridade em relacdo a resisténcia
as drogas e 60% quanto a sensibilidade (Hamburger, 1981; Daidone et al., 1985).

Essa relac@o entre a sensibilidade a droga zn vitro, exibida pela cultura priméria de



tumores com o0s achados clinicos, possibilitou 0 uso desses testes no programa de

validacdo das drogas.

Quando se trabalha com cultura celular, alguns termos devem ser
definidos e diferenciados dos estudos in vivo. Assim, pode-se definir citotoxicidade
como a toxicidade para células tumorais em cultura, ndo devendo-se usar 0s termos
antitumoral, anticancer ou antineoplédsico para relatar resultados in vitro. A
atividade experimental in vivo pode ser relatada como antitumoral ou
antineopléasica, podendo reservar o termo anticancer para experimentos clinicos em
humanos. Deve-se ter cautela com o sensacionalismo, o qual resultaria no uso
indevido das drogas pelos pacientes com cancer, podendo levar a um resultado
falso, quando ainda se estad nos estagios iniciais de desenvolvimento (Suffhess &

Douros, 1982).

4. Histoérico do Modelo de Screening

4.1. Testes in vitro

Os primeiros programas de desenvolvimento de drogas anticancer
foram estabelecidos no Sloan-Kettering Institute, nos Estados Unidos, vindo em
seguida o Chesterr Beatty"Institute, na Inglaterra, e a Universidade de Téquio, no
Japdo. As mais recentes organizagOes sdo a United Kingdom's Céancer Research
Campaign (CRC), a European Organisationfor Research on Treatment of Cancer
(EORTC) e a Japanese Foundation for Cancer Research (JFCR), as quais tém
cooperado intemacionalmente na pesquisa e no desenvolvimento de novas drogas

(Boyd, 1992).

DeSde os meados da década 50, o National Cancer Institute (NCI),

nos Estados Unidos, vem coordenando um grande programa de screening e



financiando o desenvolvimento de novas drogas anticancer, com o suporte do
Chemotherapy National Service Centre (CCNSC). Das drogas atualmente
comercializadas, a hidroxiuréia, pipobroman, mitramicina, estreptozocina,

mitoxantrona e taxol foram descobertas no NCI (Boyd, 1992).

Antes de 1975, os compostos eram selecionados com base na
atividade anticancer utilizando linhagens leucémicas de camundongos L1210 zfz
vivo, sendo em seguida avaliado em outros tipos de tumores de roedores. A partir
de 1975, o screening baseado nas células L1210 foi substituido por um painel de
tumores soélidos, os quais eram implantados em camundongos geneticamente
imunodeprimidos (nude mice). Posteriormente, a linhagem leucémica P388 foi
escolhida para screening in vivo devido a sua sensibilidade a produtos naturais
guando comparada a linhagem L1210. Outros modelos com tumores humanos na
analise de formacdo de colbnias foram introduzidos. Entre 1975 e 1984,
aproximadamente 250.000 compostos foram avaliados nos testes de pre-screen
com a linhagem P388 e num um painel de tumores humanos, porém, o resultado foi
desapontador em virtude de poucas drogas terem evoluido até a fase de estudos

clinicos (Finlay & Baguley, 1984; Driscoll, 1984).

Em 1990, no NCI, em virtude do avangco e do conhecimento da
biologia do cancer, uma nova abordagem para o0 screening in vitro foi incorporada.
Aproximadamente 60 linhagens derivadas de 7 categorias de tumores malignos,
como de célon retal, melanoma, cérebro, rim, pulmao, ovario e leucemia foram
implementadas (Chabner, 1996). Essas linhagens foram caracterizadas em termos
de fator de crescimento, expressdo de oncogenes, atividade de quinase e outros
fatores relevantes a regulacdo do crescimento e diferenciacdo. A atividade
citotéxica foi avaliada pela habilidade dos compostos testes em inibir o crescimento

de certas linhagens celulares.



Baseado no perfil da substdncia no screening, € estabelecido o
fingerprinl para os compostos analisados. Suas caracteristicas sdo relacionadas a
outras drogas, como os agentes alquilantes, inibidores da topoisomerase ou agentes
que interferem nos microtubulos (DeGeorge, 1998). A concentracdo que inibe o
crescimento celular em 50% (IC50), obtido in vitro num grande namero de
linhagens celulares, é colocada em um programa denominado COMPARE, o qual
confronta os resultados com as drogas padrdes, relacionando a responsividade
celular com a sua estrutura molecular, sugerindo assim o provavel mecanismo de

acdo intracelular (Powis, 1991).

O modelo do screening in vitro, entretanto, apresenta algumas
desvantagens, como a perda da observacdo farmacolodgica in vivo, levando a
inabilidade de reconhecer compostos que requerem atividade metabdlica sistémica
(Johnson et al., 1990). Por estas razdes, faz-se necessario também a realizacdo de
testes in vivo, a fim de identificar compostos que induzam diferenciacdo
(retindides), agentes biorredutivos, inibidores da angiogénese (pentosan, suramin) e

compostos que previnam metastases (Buolamwini, 1999).

4.2. Testes in vivo

O estudo experimental zfr vivo da atividade antitumoral de compostos
quimicos comecou na Unido Soviética no final de 1940, quando o laboratério de
guimioterapia do tumor foi estabelecido em Leningrado (AW Petrov Institute of
Oncology) e em Moscou (Ordzhonikidze All Union Scientific Research Chemical-
Pharmaceutical Institute). Anos depois, um numero de instituicdes trabalhando em
guimioterapia em tumores experimentais implementou o estudo zz vivo, e hoje
existem mais de 20 instituicbes que desenvolvem estudos na busca de novos

fitoquimicos antineoplasicos (Sofina, 1977).



Sabendo-se que o0 objetivo principal do estudo de novas drogas
antitumorais € estabelecer a presen¢a da atividade antitumoral do composto, o0s
critérios estabelecidos das condigBes experimentais sdo primordiais. Dessa maneira,
a selecdo de tumores deverd ser baseada em alguns fatores como: diferentes indices
cinéticos (pool proliferativo), diferentes susceptibilidades a compostos antitumorais
conhecidos, ser universalmente usado e fazer comparagdes com resultados obtidos
por outros investigadores, ser preferencialmente realizado em camundongos para

reduzir a quantidade necessaria do composto a ser testado, entre outras.

A avaliacdo da atividade antitumoral esta relacionada a regresséo total
dos tumores nos animais, a reducdo no crescimento dos tumores sensiveis ao
composto ou ao aumento da expectativa de vida durante o tratamento, comparado
com 0s ndo-tratados. Ficou demonstrado que o melhor resultado desses fatores
depende do procedimento do tratamento, que devera ser comecado 48 h apds o
transplante. Neste periodo, as células tumorais ja teriam iniciado a formacdo do

nodulo tumoral (Shabel et al., 1977).

5. Plantas Usadas no Estudo

5.1. Auxemma oncocalyx Taub, pertencente a familia das Boraginaceae,
popularmente conhecida como “pau-branco”, é a planta mais caracteristica do sertdo cearense
por seu uso na medicina popular e abundéncia, podendo ser encontrada nas coroas de rios,
riachos e nos pés-de-serras. Sua madeira resiste ao ataque de fungos e insetos, principalmente
cumpins, o que sugere o seu potencial toxico. Os ramos constituem forragem muito procurada
para 0 gado e a casca é possuidora de propriedades adstringentes, sendo usada como

cicatrizante pela populagdo interiorana para tratamento de cortes e feridas (Braga, 1976;

Lorenzi, 1998). A auséncia de estudo farmacoldgico e a descoberta de novos compostos

obtidos dessa planta motivaram o aprofundamento do seu conhecimento. E importante

ressaltar que os estudos quimicos da Auxemma oncoclayx foram realizados pela primeira vez



por Pessoa & Lemos (1993 e 1995). A partir do extrato etan6lico da madeira do caule isolou 0

P sistosterol, seu glicosideo, sete quinonas e duas antronas hexahidrogenadas.

Duas das setes quinonas isoladas foram analisadas quanto ao seu
potencial citotéxico. Denominados de oncocalyxona A (n?/-8a-hidroxi-5-
hidroximetil-2-metoxi-8aP-metil-7,8,8a,9-tetrahidro-1,4-antracenodiona) e
oncocalyxona C (re/-10a,lip-epoxi-lla-etoxi-8oc-hidroxi-2-metoxi-8aP-metil-
5,6,7,8,8a,9,10,10aP-octahidro-1,4-antracenodiona). Sdo duas benzoquinonas
fundidas a uma unidade terpenoidica, apresentando um esqueleto estrutural
semelhante aos registrados, somente no género da Cordia, e por este motivo

denominados de cordiacromos (Pessoa, 1994).

Esses constituintes foram isolados a partir dos extratos hexanico e
etandlico da madeira do caule da A. oncocalyx. As estruturas quimicas foram
identificadas usando espectrometria de massa (EM), infravermelho (I1V) e
principalmente ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e carbono-

13 (RMN 13C), (Pessoa et al., 1993 e 1995).
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Figura 1. Auxemma oncocalyx Taub (Boraginaceae) no municipio de
Pentecoste-CE
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5.2. Egletes viscosa Less, pertencente a familia das Compositae, é
uma planta anual, aromatica, amarga e pilosa, com folhas recortadas e flores alvas
com centro amarelo, distribuida na América intertropical (Paraiba) e conhecida
popularmente como “macela-do-campo” (Braga, 1976). E a Unica erva silvestre
comumente encontrada as margens das lagoas, acudes e cursos d’agua, sendo usada
na medicina popular como emenagoga, estomaquica e anti-espasmoddica (Matos,
1998). Seus principios ativos foram isolados e suas determinacgfes estruturais foram
realizadas através de métodos de espectrometria de massa (EM), infravermelho
(IV), ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN JH) e carbono-13 (RMN
13C) incluindo cromatografia de gas-liquido. Nesse estudo foram identificados dois
compostos: Clerodano A (acetato da lactona do acido hautrivaico) e Tematina (4’5-
dihidroxi-3,3’,7,8-tetrametoxi-flavona), (Lima et al., 1996; Lima, 1993), cuja
estruturas estdo na tabela 1. Os estudos farmacolégicos foram realizados

inicialmente por Rao e cols. (1994 e 1997).

5.3. Croton sonderianus, pertencente a familia das Euphorbiaceae, é
um arbusto de pequeno porte (4 m), podendo atingir valores maiores dependendo
da idade. Popularmente conhecida como “praga invasora de pastos” ou
“marmeleiro preto”, em virtude do tronco e dos ramos possuirem aspecto escuro. E
uma das mais abundantes e dispersas plantas do género Croton, presente na
caatinga nordestina, habitando principalmente as regifes entre as bacias dos rios
Sdo Francisco e Pamaiba. As cascas sdo empregadas na medicina popular na forma
de infusos ou simplesmente mastigadas para o tratamento de perturbagfes géstricas.
O teor de Oleo essencial é constituido principalmente de mono e sesquiterpenos,
podendo ser considerado como um sucedaneo para 6leo diesel (Craveiro & Silveira,

1982).

Do extrato benzénico do lenho, foram isoladas quatro substancias
denominadas MPE-1 (tabela 1), MPE-2, MPE-3 e MPE-4, posteriormente,

caracterizadas com o auxilio de métodos de espectrometria de massa (EM),
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infravermelho (1V), ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN [H) e
carbono-13 (RMN 13C). 5S, 8R, 9S, 10R, 15, 16-epoxi-clerodano-3, 13, 14-trien-
20, 12R; 18-oato de metila, 6-hidroxi-7-metoxi-cumarina; 12-hidroxi-3-oxo-
cleistantan-8,11,13,15-tetraeno e 12-hidroxi-3,4-seco-cleistantan-8,11,13,15, 18

(4)-penten-3-oato de metila, respectivamente (Craveiro & Silveira, 1982).

5.4. Zanthoxylum gardnerii, pertencente a familia das Rutaceae, é
constituida de aproximadamente 150 géneros que relinem aproximadamente 1.500
espécies encontradas nas regifes tropicais e subtropicais de todo mundo (Braga,
1976). E uma rica fonte de alcaldides, cumarinas, lignanas e outros metabolitos
secundarios (Matos, 1998). No estado do Ceard, existem quatro espécies de
Zanthoxylum, conhecidas popularmente por limdozinho ou laranjinha, as mais
comuns sdo: Z. syncarpum Tull e Z. rhoifolium Lam., que ocorrem principalmente
em regides préoximas ao litoral ou nas serras Umidas. Entre outras espécies, a
Zanthoxylum rugosum A., é encontrada na serra da Ibiapaba, ao norte do estado, e a
Zanthoxylum gardnerii Engl, na chapada do Araripe, sendo mais frequente na serra
da Meruoca e nos estados de Pernambuco e Piaui. Estudos quimicos revelaram que
a maioria dos alcaldides isolados desta planta tem uma caracteristica comum, séo
alcaldides que possuem esqueleto basico do tipo quinolinico e isoquinolinico. Estes
alcaldides sdo derivados do acido antranilico ou fenilalanina. A analise fitoquimica
das duas espécies de Zanthoxylum encontradas no Ceard, a Z. syncarpum Tull e a Z
rugosum A St. Hill & Tull; conhecidas popularmente como “limaozinho branco” e
“liméozinho preto”, respectivamente, e realizada usando métodos de espectrometria
de massa (EM), infravermelho (IV), ressondncia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN ]H) e carbono-13 (RMN 13C), incluindo técnicas bidimensionais como 1H,
1H-COSY e 1H, 13C, HETCOR, HMQC, COLOC e HMBC, que identificaram os

compostos Seselin e Xantiletina (tabela 1) (Facundo, 1999).

5.5cDypteryx lacunifera, pertencente a familia das Leguminosae, é

conhecida popularmente pelos nomes de “Castanha de Burro”, “Garampara” e
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“Baru”, apresentando-se como uma arvore de pequeno porte, com ramos novos e
ferrugineos. O género Dypteryx abrange 14 espécies, das quais 9 habitam a
Amazbnia, enquanto que, das 5 restantes, uma habita a zona de transi¢cdo ao norte
da mesma, duas no Centro e Nordeste do Brasil e as outras duas localizam-se na

América Central.

As espécies de Dypteryx do Brasil dividem-se em dois grupos: um
caracterizado pelo calice coriaceo e pelas sementes ricas em cumarina (depois de
velhas) e o outro pelas asas petaldideas do calice e as sementes inodoras. A
Dypteryx lacunifera Ducke ocorre com bastante frequéncia em grande parte do
Maranhdo e do Piaui, na mata seca ou entre as arvores dispersas nos campos altos
conhecidos por chapadas. Os frutos foram utilizados para estudo fitoquimico pela
sua abundancia e uso como aromatizante. O estudo do extrato hexanico da casca
dos frutos conduziu ao isolamento de compostos pertencentes a classe dos terpenos,
principalmente sesquiterpenos e diterpenos. Através de estudos quimicos, foi
realizado o isolamento de varios constituintes quimicos das diversas partes da
planta pelos métodos de espectrometria de massa (EM), infravermelho (IV),
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN IH) e carbono-13 (RMN 13C)

(Mendes, 1987). Dentre os compostos isolados, estudou-se o Vinhaticol (tabela 1).

5.6. Trigonia fasciculata, pertencente a familia das Trigonaceae, no
seu estado vegetativo pode- ser ligeiramente confundida com Bredemeyra brevifolia
Klotzsch (familia Poligalaceae) ou como uma variedade da espécie Trigonia nivea,
sendo encontrada nas varzeas, matas ciliares, limites de florestas primarias e
secundarias e ao longo das laterais das estradas, apresentando propriedades
analgésica e antiinflamatéria (Santos & Rao, 1997). Estudos fitoquimicos
realizados identificaram a estrutura inicial 9-tiofuranosil-hipoxantina, bem como os
derivados purinicos utilizando os métodos de espectrometria de massa (EM),
infravermelho (1V), ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN JH) e

carbono-13 (RMN 13C) (Matezoli, 1996) (tabela 1).
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5.7. Jatropha elliptica Muell Arg, pertencente a familia da
Euphorbiaceae, conhecida popularmente como “Jalapdo”, encontra-se dispersa na
regido que vai do Mato Grosso até Pernambuco. O estudo farmacoldgico dessa
planta apresenta uma vasta documentacdo sobre o seu uso na medicina popular,
referindo, inclusive, indicacbes no tratamento de tumores (Calixto & SanfAnna,
1990). A Jatrofona é um diterpeno macrociclico (tabela 1), tendo sido extraida pela
primeira vez por Taylor e cols., em 1983. A Jatrofona utilizada nesse experimento

foi obtida da Jatropha elliptica, tendo sido isolada por Goulart e cols., em 1993.
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Tabela 1. Nomenclatura e origem dos fitoquimicos

Composto
re/-8a-Hidroxi-5-hidroxi-
metil-2-metoxi-8aP-metil-
7,8,8a,9-tetrahidro-1,4-
antracenodiona
(oncocalyxona A)

rei-10a, 11 P-Epoxi-11la-
etoxi-8a-hidroxi-2-metoxi-
8ap-metil-5,6,7,8,8a,9,10,
10aP-octahidro-I,4-
antracenodiona
(oncocalyxona C)

Espécie
Auxemma
oncocalyx
(Boraginaceae)

Auxemma
oncocalyx
(Boraginaceae)

Acetato da lactona do acido
hautrivaico
(Clerodano A)
4’5-Dihidroxi-3,3’,7,8-
tetrametoxi-flavona
(Tematina)

2,3,4-Trihidroxi-3,4-
dihidroanoneno
(Clerodano B)

8,8-Dimetil-2H,8H-
benzo[l,2-b:3,4-b’] dipiran-
2-ona (Sesselin)

18-Hidroxi-

vouacapane

(Vinhaticol)

9-Tiofuranosil
hipoxantina
(Fasciculatina)

I,7-Dihidroxi-3,4,8,-
trimetoxi-xantona

(Xantona A)
8,8-Dimetil-2H,8H-
benzoll,2-b:5,4-b’] dipiran-
2-ona (Xantiletina)

Jatrofona

Egletes
viscosa
(Compositae)
Egletes
viscosa
(Compositae)

Croton
sonderianus
(Euphorbiaceae)

Zanthoxylum
gardnerii

(Rutaceae)
Dypteryx
lacunifera
(Leguminosae)

Trigonia
fasciculata
(Trigonaceae)

Bredemeyra
brevifolia
(Poligalaceae)

Brosimum
rubescens
(Moraceae)

Jatropha
elliptica

(Euphorbiaceae)

Formula

OH (¢}

Parte Usada

Flor

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Caule

Raiz

16



6. Desenvolvimento de Novas Drogas

A pesquisa de agentes anticancer derivados de produtos naturais tem
propiciado a descoberta de vérias drogas ja adicionadas ao arsenal terapéutico
antineoplasico. Neste contexto, o uso do sistema de analise in vitro para o
screening do potencial desses agentes tem sido prevalente. Entretanto, relevantes
informacgbes podem ser perdidas ap0s um screening in vitro quando ndo for
definido a atividade zw vivo desse agente. Apés um estudo in vitro em varias
linhagens celulares, deve-se examinar o efeito variando o tempo de exposicédo, para
assim poder definir o potencial citotoxico e planejar o estudo in vivo. O estudo em
varias linhagens celulares poderd permitir um sistema de selecdo tumoral in vivo
adequado (Alley et al., 1998). Todavia, quando ocorrer a inefetiva atividade in vivo
apos forte evidéncia in vitro, poder-se-a requerer uma explanacdo farmacocinética
ou metabdlica decorrente da perda da atividade, bem como de fatores recorrentes

da baixa solubilidade e estabilidade a droga.

7. Drogas Antineoplasicas

A quimioterapia convencional mostra-se inadequada como resultado
da falta de seletividade entre as células neoplasicas e as normais. Isto suscita a
busca de novas terapias que atinjam seletivamente o cancer sem apresentar
toxicidade para o tecido normal. Sendo assim, percebe-se cada vez mais a
necessidade de novos compostos que preencham estes requisitos. Os potenciais
alvo moleculares das drogas anticancer podem ser agrupados nas seguintes
categorias: vias de transducdo, ciclo celular, vias relacionadas a apoptose,

angiogénese tumoral e alvos metastaticos (Buolamwini, 1999).

A quimioterapia do cancer tem como finalidade causar uma lesdo

citotoxica letal que impeca a progressdo tumoral. O ataque é direto contra um sitio
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metabodlico essencial para a replicacdo celular, por exemplo interferindo a
viabilidade das purinas e pirimidinas (precursoras da sintese de DNA e RNA) ou
reagindo diretamente com a dupla fita do DNA, ou ainda inibindo a expressao de
alguma enzima, resultando em morte celular ou parada da multiplicacéo celular. A
figura 2 representa as diferentes fases do ciclo celular onde as drogas antitumorais

poderdo intervir
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Apoptose

/ Sintese de\
componentes

Figura 2. Ciclo celular. Sinais de progressdo fornecidos por fatores de crescimento

necessarios para que o ciclo avance além da barreira. R= ponto de restricdo ou barreira.
Controles defeedback inibitorios suspendem a sintese de DNA, se houver um dano no DNA

podera haver reparo. Se este ndo for bem sucedido podera ocorrer apoptose.
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8. Divisdo das Drogas Citotoxicas

8.1. Drogas antineoplasicas que causam dano ao DNA

O DNA apresenta-se como alvo de muitas drogas anticancer. Uma
variedade de agentes antineoplasicos podem causar diferentes lesdes ao DNA, mas

0 exato mecanismo pelo qual estes levam a morte celular permanece incerto. A
mobilizacdo do Ca4-4 intracelular, a ativacdo de endonucleases dependentes de Ca44

e Mgi™ e a inducdo de varios oncogenes tém sido sugeridas como provaveis

mecanismos (Kubota, 1991).

O genoma celular esti4 continuamente exposto a alteracdes enddgenas
e exogenas, de forma espontanea ou ambiental, levando a modificacdes estruturais
no DNA (Rajewsky et al., 1998), apesar de existir um continuo sistema de reparo.
Entre os fatores exdgenos, temos 0s agentes quimicos e fisicos, incluindo drogas
antineoplasicas (Ames, 1989). Estas induzem lesdo no DNA por alteracoes,
isolamento ou quebra da dupla fita de DNA, ligacdo cruzada DNA-DNA e DNA-
proteina (Epstein, 1990).

Apesar da maioria dos mecanismos de citotoxicidade ser decorrente da
interacdo droga-DNA, outros agentes atuam por outros sitios, a exemplo da quebra
do nucleossomo, ou por drogas as quais ndo interagem diretamente com o DNA, a

exemplo do fator de necrose tumoral (Kaufmann, 1997).

8.2. Inibidores da topoisomerase

H& aproximadamente 25 anos, a DNA topoisomerase tem se tomado
um tépico excitante. Esta, por regular a topologia do DNA, esta presente em todas

as células vivas eucarioticas e procarioticas. Existem nas células eucariéticas duas

20



enzimas topoisomerases: | e Il. A DNA topoisomerase | é uma proteina
monomérica com 100 KD, enquanto que a topoisomerase Il tem 2 subunidades com
peso molecular de aproximadamente 170-180 KD. Essas sdo importantes devido as
varias funcdes fisioldgicas que exercem na replicacdo e transcricdo do DNA,
estando implicadas na recombinagdo do DNA e segregagdo cromossomal (Sorensen

etoZ., 1992).

A topoisomerase tem sido reconhecida como o principal alvo de
numerosos agentes antitumorais que intercalam-se com a molécula do DNA
(Capranico & Zunino, 1992; Giaccone, 1994). Isto tem levado a uma intensa
pesquisa de novos inibidores da topoisomerase que sejam mais seletivos, e assim,
mais efetivos. Recentemente, novos tipos de topoisomerases foram descobertos nas
células eucaridticas, os quais podem ter elevada especificidade funcional, servindo

como alvo para novas drogas antitumorais (Wang, 1991; Lin etal., 1991).

Existem duas isoformas da topoisomerase Il, com pequena diferenca
no peso molecular: a topoisomerase humana lia (170 KD) e a topoisomerase 1B
(180 KD). Foram identificadas em células humanas e de roedores, as quais foram
clonadas e seus genes mapeados em diferentes cromossomos. O gene da
topoisomerase llcc localiza-se no cromossomo 17921-22 (Juenka & Holden, 1993)
e 0 gene da topoisomerase IIB tem sido localizado no cromossomo 3p24 (Maxwell,
1996). Embora exista 72% de homologia entre os dois genes das topoisomerases,
elas séo enzimas distintas, possuindo diferentes funcdes e diferentes expressdes em
tecidos normais, além de diferentes sensibilidades as drogas (Capranico et al.,

1992).

O nivel da topoisomerase llct é mais elevado durante o estagio de
proliferacdo rapida, enquanto que a topoisomerase IIB apresenta-se mais elevada
nas células que éstao atingido a fase “plat6” de crescimento, ndo sendo alvo para

quimioterapia do céancer (Drake et al., 1989). A expressdo da topoisomerase lia
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encontra-se mais elevada nas células da medula 6ssea enriquecida de promielécito

e mielécito, ndo sendo a detectaveis em granuldcitos maduros (Holden et al., 1990).

O preciso mecanismo molecular da influéncia das drogas com
atividade sobre a topoisomerase vem sendo alvo de intensa pesquisa. Sabe-se que
drogas antitumorais estabilizam intermedidrios covalentes pela formagdo do
complexo temario DNA-droga-topoisomerase (Drlica, 1989). A estabilizacdo deste
complexo constitui 0 primeiro passo de uma cascata de eventos moleculares que

levam a morte celular (Giaccone, 1994).

Drogas como antraciclinas (doxorrubicina, daunorrubicina e
amsacarina), epidofilotoxinas (etoposida, tenoposida) e acridinas (m-AMSA)
intercalam-se entre o DNA (Glisson et al., 1987; Twey et al., 1984). A interacdo
dessas drogas com a topoisomerase Il e com o DNA consiste na quebra reversivel
de ambas as fitas de DNA através da ligacdo covalente na posi¢cdo 5’-terminal.
Acredita-se que as drogas que interferem na topoisomerase Il ativam a quebra do
DNA, religando e estabilizando os intermediarios entre o DNA e a enzima, ou
inibindo especificamente a enzima, a exemplo da camptotecina, que revelou
excessiva toxicidade, tendo despertado o interesse para novos andlogos (Osheroff et

al., 1994).

A topoisomerase Il esta também relacionada com a multiresisténcia
das células as drogas. A ocorréncia de células tumorais multiresistentes é o maior
obstadculo para o sucesso na quimioterapia do céncer, a qual depende de dois
eventos: a 1& em decorréncia do mecanismo de resisténcia independe do MDR-1, o
qual estad relacionado com as alteragdes a nivel da topoisomerase Il ou com a
expressdo da enzima mutada, nas células tumorais, onde a topoisomerase Il é o
alvo, bem como uma reducédo na expressdao dos genes da topoisomerase (Giaccone

et al., 1992). A 2-- é decorrente da super expressdo da glicoproteina P (gene MDR-
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1) presente na membrana, a qual é uma bomba de efluxo, que expulsa uma larga

guantidade de droga da célula (Endicott & Ling, 1989; Glisson & Ross, 1987).

8.3. Antibioticos citotoxicos

8.3.1. Antraciclinas

As oncocalyxonas A e C apresentam similaridade estrutural com o0s
antibioticos citotoxicos do grupo das antraciclinas ou antraquinonas. Estas possuem
na sua estrutura um anel de tetraciclina com um acgucar, a daunosamina, unido por
ligacdo glicosidica. Todos os citotoxicos desta classe apresentam quinona e
hidroquinona em anéis adjacentes, o que Ihes permitem funcionar como aceptores e
doadores de elétrons. Embora haja diferenca clinica da daunorrubicina e da
doxorrubicina, suas estruturas quimicas diferem apenas por um unico grupo de
hidroxila no C14 (Arcamone, 1980). As estruturas quimicas da doxorrubicina e

daunorrubicina sdo mostradas abaixo:

Ri= CHs= Daunomicina (daunorrubicina)

Ri= CH2UH= Adriamicina (doxorrubicina)
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As antraciclinas podem induzir citotoxicidade pela formacgéo de
radicais livres, podendo levar a reducdo de elétrons por reagir com compostos que
lesam o DNA e a membrana celular. Os radicais livres formados na reducédo das
antraciclinas doam elétrons de oxigénio para formar superdxidos, os quais podem
reagir entre si para formar peréxido de hidrogénio. A quebra deste, libera elevada
energia que leva a destruicdo do radical hidroxil, requerendo ferro ligado a
antraciclina. O complexo ferro-antraciclina pode ligar-se ao DNA e reagir
rapidamente com o peréxido de hidrogénio produzindo radicais hidroxil e

quebrando o DNA (Chabner et al., 1996)

A Doxorrubicina liga-se ao DNA e inibe tanto a sintese de DNA
guanto a de RNA. Sua principal acdo citotoxica parece ser mediada, pelo menos em
parte, por um efeito sobre a topoisomerase Il, cuja atividade estd aumentada nas
células em proliferacdo, ou pela producdo de radicais livres. A doxorrubicina
intercala-se no DNA e seu efeito consiste em estabilizar o complexo DNA-
topoisomerase Il ap6s quebra dos filamentos durante a fase S do ciclo celular

(Kubota, 1991).

8.3.2. Mitoxantrona

As antraquinonas podem ser vistas como substitutos das antraciclinas
e algumas delas tém atividade antibactericida e antipsoriase (Frydman et al., 1997).
A mitoxantrona é uma 9,10antracenodiona que tem uma estrutura similar a
antraciclina, porém, ndo possui radicais de acucar ligado a sua estrutura. Foi

originada a partir dos derivados da doxorrubicina, apresentando menor toxicidade.
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Os analogos da dihidroxiametantrona e a mitoxantrona mostram
atividade igual ou superior a adriamicina, tendo um maior percentual de
sobrevivéncia e uma menor cardiotoxicidade devido a sua limitada capacidade de
produzir radicais livres. Exerce sua acdo antitumoral estimulando a formacédo de
quebras dos filamentos de DNA, mediada pela topoisomerase Il e intercalando-se

ao DNA (Shenkenberg & Von Hoff, 1986).

9. Eventos Celulares apés o Dano ao DNA

Ainda ndo se apresenta inteiramente esclarecido o mecanismo da
morte celular desencadeado por drogas antineopldsicas na inibicdo da
topoisomerase Il. Tem-se mostrado, in vitro, que tais drogas induzem quebra no
complexo bloqueio fisico para replicacdo e que o dano ao DNA provocado pelos
inibidores da topoisomerase Il podem levar a morte celular por apoptose (Kubota,
1991). Esta é caracterizada pela quebra intemucleossomal do DNA, com
fragmentos em uma escala de aproximadamente 180 pares de bases e outras
mudangas morfologicas, como a condensagdo da cromatina. Observou-se também
gue a ativacdo de endonucleases. dependentes de Ca~" e Mg*““ geram fragmentacao
no DNA (Walker et al., 1991). Além da ativacdo de quinases e polimerases, outros
genes e proteinas foram identificados como responsaveis pelo dano ao DNA

(Elledge, 1989).
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10. Medida da Atividade Metabdlica Celular

10.1. Apoptose

A apoptose foi identificada ha aproximadamente 30 anos por Kerr
(1972), mas somente durante os ultimos 5 anos tem sido alvo de grande interesse. O
nome foi sugerido por Kerr devido as mudancgas morfoldgicas que levam a morte
celular, por um processo claramente distinto da necrose. A apoptose estd sob
controle genético, o que a diferencia da necrose celular. A apoptose € um processo
ndo patologico, sem perda inicial do controle osmoético, em contraposicdo a
necrose, que € um processo patoldgico, ndo fisiolégico, com ruptura da membrana
celular e liberacdo do contetdo citoplasmético e nuclear, desencadeando, assim, o
processo inflamatério (Dive et al., 1992). A apoptose é fundamental para o
desenvolvimento normal e sua desregulacdo pode levar a um espectro de efeitos,
atingindo a letalidade embriogénica ou a perturbacdo do tecido especifico de
desenvolvimento pés-natal. A sequéncia de eventos que leva a apoptose ndo esta
completamente entendida, entretanto, as células encolhem-se e perdem o contato
intercelular e subsequentemente exibem cromatina densa, fragmentacdo nuclear e
corpos apoptoticos dentro da célula, os quais sdo rapidamente fagocitados (Boobis

etal., 1990).

O processo de apoptose, além de relevancia nos processos bioldgicos,
tais como diferenciacdo, desenvolvimento, maturacdo celular e funcéo
imunoldgica, é fundamental para o controle da lesdo celular induzida por agentes
guimicos e fisiolégicos (Magno & Joris, 1995; Kaufmann, 1997). O balanco entre
proliferacdo celular e apoptose é crucial para o desenvolvimento normal e
homeostasia tecidual no adulto. O cancer resulta quando clones de células mutadas
sobrevivem e proliferam inapropriadamente, rompendo assim este equilibrio (Guo

& Hay, 1999; Stéller, 1995).
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A terapéutica que modula a regulacdo da apoptose sugere uma nova
oportunidade para o tratamento de numerosas doencas, incluindo o céncer,
patogénese viral, linfoproliferagdo, inflamacdo e outras imunodeficiéncias, nas
quais a degeneracdo celular leva a doengas. Em alguns momentos, a inibicdo da
apoptose poderd ser benéfica, o que desperta o interesse por substancias que atuem
nos mecanismos reguladores positivos ou negativos da apoptose, com o intuito de
direcionar sua modulagéo (Thatte & Dahanukar, 1997; Walker et al., 1991; Welb et
al., 1997).

Existem diversos métodos para medir a apoptose, porém nenhum
meétodo isolado é um critério suficiente, devido ao processo de apoptose ser rapido
e assincronico em diferentes células. Dentre estes, destacamos: analise como a
perda da viabilidade celular (captagdo do MTT), fragmentacdo do DNA da célula,
microscopia nuclear (para visualizar condensagdo da cromatina, organizagdo do
DNA e integridade do citoplasma), atividade da protease cisteina, analise do pico
de G1 pelo citbmetro de fluxo, inibicdo do bcl2 e expressdo da fosfatidilserina

(Hockenberg, 1995).

Alguns métodos serdo descritos mais detalhadamente do que outros
por terem sido utilizados neste estudo. A analise do TUNEL é um método usado
para visualizar a fragmentagdo do DNA e se baseia na ligacdo dos fragmentos do
DNA na terminagdo 3’-OH, a qual ira, ligar-se um complexo digoxigenina-dUTP,
catalisado pela enzima TdT (terminal desoxinucleotideo transferase). O complexo
liga-se ao anticorpo antidigoxigenina conjugado a uma peroxidase, que na presenca
de um substrato (peroxidase) e do cromdégeno (DAB) produz intenso sinal, colorido
com morfologia identificavel. A droga que induz dano ao DNA é identificada pela
analise do TUNEL, desde que esteja acoplada a resposta apoptética (Allen et al.,

1997).
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Um outro método de deteccdo da apoptose baseia-se na distribuicdo e
visualizagdo da fosfatidilserina na membrana plasmética das células apoptoéticas. A
fosfatidilserina é encontrada na camada interna da membrana plasmatica das
células viaveis. Durante a apoptose, porém, ocorre exposicdo para fora da
membrana, sendo identificada apés ligagdo com streptovidina ou anexina V pela
analise imunofluorescente ou utilizando citometro de fluxo (Ros, 1992; Allen et al.,

1997).

10.2. Analise da citotoxicidade

10.2.1. Analise do MTT

Esta analise é utilizada no programa de screening do National Cancer
Institute (NCI), que testa mais de 10.000 amostras a cada ano (Skehan et al., 1990).
E um método rapido, sensivel e barato. Mede indiretamente a atividade enzimatica
apos exposicdo a diferentes substancias, em células aderidas e em suspensdo de

forma linear em relacdo a absorbancia e ao numero de células.

A anélise pelo MTT foi descrita por Mosman em 1983 e modificado
por Alley em 1986, tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado
metabadlico da célula. E uma andlise colorimétrica baseada na conversédo do sal 3-
(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de
formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas ceélulas
metabolicamente ativas, em virtude das células mortas serem incapazes de reduzir o
MTT. O estudo citotéxico pelo método do MTT permite definir facilmente a

citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acdo citotoxica (Berridge et al., 1996).

Os 'resultados obtidos por esta técnica sdo de grande avanco em

relacdo as analises comumente usadas. Ela é valida em comparacdo com outros
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métodos, tais como a contagem de células por exclusdo de corante (Twentyman et
al., 1989), analise clonogénica, cristal de violeta ou XXT (2,3-bis-(2-metoxi-4-
nitro-5-sulfonil)-5-(fenilamino)-carboxil-2-H-tetrazolium  hidroxido)  (Keisari,
1992), dosagem de proteinas celulares e o0s testes de incorporacdo de radio-
elementos (Denizot & Land, 1986). Por essas razdes, 0 método é largamente usado
para analisar a sensibilidade das células tumorais, estimulacdo de linfocitos e
citotoxicidade de células; além de permitir testar simultaneamente multiplas drogas,
sobre varias linhagens celulares, sendo util para monitorar o desenvolvimento de

células resistentes em cultura (Gam et al., 1994).

10.3. Dano ao DNA

10.3.1. Método de fluorescéncia com bisbenzamida

A bisbenzamida (2,2-(4-hidroxi-fenil)-6-benzimidazolil-6-(I-metil-4-
piperazil)-benzimidazol trihidroclorida) é um corante fluorescente usado para
colorir os cromossomos através da sua fixacdo a molécula de DNA, formando um
complexo estavel e fluorescente. O aumento fluorescente é usado para estimar a
guantidade de DNA presente na dupla hélice ou na fita isolada apds exposicdo a
agentes reativos com DNA (Singh et al., 1988). Esse método determina somente 0
valor médio da lesdo do DNA, ndo podendo definir o tipo da lesdo ao DNA (Kanter

& Schwartz, 1982).

O valor fluorescente do DNA ¢é determinado pela quantificacdo da
dupla hélice completa; desnaturagdo parcial e completa desnaturacdo da molécula
do DNA na presenca de uma solucédo alcalina de NaOH (0,1 N). As razbes desses
trés valores irdo determinar a quantidade de DNA danificado, onde o valor

fluorescente (F)'é igual a quantidade da dupla hélice de DNA, que permanece
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depois da desnaturacdo alcalina por um tempo determinado (Kanter & Schwartz,
1982).
10.4. Analise da sintese de DNA: 5-Bromodeoxiuridina (5-BrdU)

A proliferacdo de células tumorais foi primeiramente estudada pela
medida da atividade de sintese de DNA e incorporacdo de precursores radioativos
na presenca de H -timidina. Porém, observou-se que, nas células que incorporavam
o marcador do DNA por um longo tempo de incubacdo, o método tomava-se de

rotina impraticivel, sendo necessario um meétodo alternativo néo isotépico.

O método imunohistoquimico da analise da bromodeoxiuridina surgiu
como uma excelente alternativa por ser simples, rapido e preciso. Esse é um
analogo da timidina, o qual incorpora-se na molécula do DNA durante a replicacdo
e a reparacdo do DNA, sendo posteriormente identificada pelos seus anticorpos
monoclonais especificos fluorescentes, que se ligam a fita isolada incorporada com
5-Bromodeoxiuridina (Gratzner, 1982). Nessa analise, o conteudo de DNA e a
incorporacdo de 5-BrdU podem ser medidos conjuntamente para determinar o
indice de sintese de DNA através, da porcentagem de células que incorporam a 5-

BrdU (Dolbeare et al., 1983).

11. Oncologia Experimental

A evolucdo da oncologia experimental tem permitido a identificagdo
de parametros que vém sendo utilizados na descoberta de diversos compostos Uteis

no tratamento clinico das neoplasias (Carter, 1980).

A pesquisa em busca da cura do cancer remonta desde os tempos do
antigo Egito, conforme inscricbes no papiro de Ebers (Kardinal & Yarbo, 1979).

Entretanto, somente apds a descoberta dos transplantes nos tumores experimentais
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originados espontaneamente € que o0 teste de screening teve inicio na busca
cientifica de substéncias eficazes no tratamento do céancer (Ehrlich, 1908). Em
seguida, com a identificacdo de compostos quimicos que funcionavam como
agentes etiolégicos na génese de tumores malignos, como o 3,4-benzopireno e
metilcolantreno, é que se permitiu o desenvolvimento de tumores experimentais a
partir destes carcindgenos, o que vem contribuindo de forma fundamental para o
avangco no estudo da biologia tumoral e na avaliacdo da atividade antineoplésica

(Hartwell, 1969).

Acredita-se que a quimioterapia do cancer, em animais experimentais
e no homem, tem como objetivo reduzir o nimero de células tumorais viaveis,
abaixo do qual, as células que sobrevivam ao tratamento a droga ndo sejam capazes
de restabelecer a doenca. E comum incluir na quimioterapia experimental o tempo
médio de sobrevida no grupo tratado com droga em relacdo ao grupo controle,

avaliando dessa maneira a expectativa de vida ou a cura.

Fundamentado no uso de tumores experimentais para a identificagdo
de produtos naturais originados de plantas com potencialidade antitumoral, foram
escolhidos o0s seguintes tumores para o presente trabalho: Sarcoma 180 e
Carcinoma de Ehrlich (camundongos mus musculus'), L1210 (camundongos

DBA/2).

O Sarcoma 180 foi descoberto em 1914 no Crocker Laboratory
(Columbia University, New York), € originalmente um tumor sélido, surgido
espontaneamente na regido axilar de camundongos, e foi inicialmente classificado
como carcinoma mamario. Apo6s varios transplantes subcutaneos, assumiu a forma
sarcomatosa, por volta de 1919, e manteve-se sem alteracdes até os dias de hoje. A
forma sélida é pouco hemorragica, e se caracteriza pelo rapido crescimento,
atingindo uma média de 18 x 14 x 10 mm por volta de sete dias apds o transplante.

Ocasionalmente, causa metastase para o pulmao, o que pode ocorrer quando 0s
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tumores estdo com mais de quatro semanas de evolucdo (Sugiura, 1965). Muitos
desenvolvem necrose a partir da 3~ semana, e a morte dos animais é geralmente
ocasionada por toxemia, septicemia e desnutricio. A forma ascitica foi
desenvolvida por Charlotte Friend, em 1951, ap0s injec@o intraperitoneal do fluido
leitoso do Sarcoma 180 (s6lido) em camundongos sui¢os. Inicialmente, inoculou-se
cerca de 1 milhdo de células tumorais, que apdés 10 dias, atingiram

aproximadamente 75 a 150 milhdes de células tumorais/mL.

O Carcinoma de Ehrlich na forma sélida foi detectado em 1907, em
Frankfurt, por Paul Ehrlich, que relatou a existéncia de diversos tumores
transplantaveis em camundongos. Varios desses tumores eram adenocarcinomas,
alguns sarcomas puros, outros uma mistura de carcinoma e sarcoma, formando um
condroma. O tumor transplantavel de Ehrlich atual ndo provém de neoplasma
primério unico como fonte, embora a maioria dos tumores do grupo Ehrlich seja
derivada da glandula mamaéaria. A partir do tumor de “Frankfurt” de Ehrlich,
apareceram outras linhagens de tumor de Ehrlich na Alemanha e em outros

laboratorios Europeus, todos sob a forma sélida.

A forma usada no presente trabalho apresenta crescimento rapido, e no
14° dia apo6s o transplante, atinge uma meédia de 32 x 20 x 15 mm. O tumor é
hemorragico e ndo necrético. A forma ascitica variante do tumor original foi
desenvolvida por Loewenthal & Jahn, em 1932, através de transplantes seriados de
liguido ascitico de camundongos inoculados por via intraperitoneal com suspensdes

de células tumorais (Stewart et al., 1959).

A Leucemia L1210 ¢é uma leucemia linfoblastica induzida por
metilcolantreno a 0,2%. Foi primeiramente descrita por Foley, em 1960, quando
descreveu que essas células tinham morfologia fibroblastica, e que produziam
leucemia fatal quando injetadas na regido dorsal do animal (Foley et al., 1960).

Posteriormente, Moore (1966) relatou o crescimento dessas células em suspensao, e
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que em condi¢Bes 6timas essas células multiplicavam-se a cada 10-15 h. Hutchison
(1966), quando injetou por via intraperitoneal as células obtidas in vitro em
camundongos DBA/2, constatou que a morfologia das células eram semelhante e
gue retiam as especificidades nos camundongos DBA/2, podendo levar a leucemia
guando injetadas (Hutchison et al., 1966). Esse sistema experimental tem sido
largamente utilizado no screening de drogas anticancer, em que a maioria dos
agentes antitumorais empregados na clinica, foram submetidos ao teste (Arcamone

& Cassinelli, 1980).
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[l. OBJETIVOS



1. Geral

Identificar fitocompostos com potencialidade antitumoral, através de

estudos in vitro e in vivo, e seus provaveis mecanismos de acgéo.

2. Especificos

Selecionar um composto com efetiva citotoxicidade pela analise do

MTT em varias linhagens celulares;

Comparar o composto selecionado com drogas quimicamente

similares;

Avaliar o0s derivados do composto selecionado quanto a

citotoxicidade;

Estudar a reatividade ao DNA do composto selecionado, através de
testes de inibicdo de sintese de DNA, dano ao DNA, inducdo a apoptose e analise

da interferéncia na atividade da topoisomerase;

Determinar o percentual de inibicdo do crescimento tumoral in vivo
nos tumores Sarcoma 180, Carcinoma de Ehrlich e Leucemia L1210, usando o

fitocomposto selecionado;

Estimar a sobrevida dos animais com os tumores Sarcoma 180 e

Carcinoma de Ehrlich apos tratamento com o fitocomposto selecionado.

34



11l. MATERIAIS E METODOS



1. Reagentes

5-BrdU - DAKO;

Acido acético - MERCK;

Acido cloridrico a 0,1 N;

Acido diaminotetracético (EDTA) — MERCK;
Alcool a 70%;

Anticorpo anti 5-BrdU;
Antidigoxigenina;

APAAP - DAKO;

APOPTAG (TUNEL assay) - ONCOR;
Azul de tripan a 0,4% - MERCK;
Bicarbonato de sodio - REAGEN;
Bisbenzamida - SIGMA;

Citrato de sédio - SIGMA;
Clorafenicol - CEME;

Cloreto de magnésio - REAGEN;
Cloreto de sddio - REAGEN;

Diluente do anticorpo - DAKO;
DMSO - MERCK;

EDTA - MERCK;

Etoposida - BRISTOL;

Formalina a 4-10%;

Fosfato monosdédico e dissodico - REAGEN;
Glutamina - MERCK;

Hidroxido de sodio a 0,1 N - MERCK;
Meio RPMI - CULTILAB;

Metanol - MERCK;

MTT - SIGMA;

NP-40 - SIGMA;
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Penicilina e Streptomicina— SIGMA,;
Peroxidase - DAKO;

PMSF - SIGMA,;

Ringer lactato;

Sarcocinato lauronil de s6dio - SIGMA;
Solucéo de 0,05 M de tris;

Solucéo de eosina — Doles reagentes;
Solucgdo de hematoxilina — Doles reagentes;
Solucéo liquida de DAB + Substrato - DAKO;
Soro Fetal Bovino - CULTILAB;

Tripsina a 25% - JRH;

2. Equipamentos

Agitador magnético - ADVANTEC;

Autoclave (modelo ASV-302) - CORPORATION;
Balanca analitica - METTLER;

Banho-Maria - FABBE;

Bomba de vacuo - EYELA,;

Botijdo de nitrogénio liquido - Cryometal (DS 34);
Céamara de Neubauer - CLAY ADAMS;

Capela de fluxo laminar vertical - VECO,;
Centrifuga refrigerada - EPPENDORF;
Citocentrifuga - SHANDON;

Computador Macintosh Plus - APPLE;

Contador de células automético - CELM;
Cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) - SHUMADZ;
Destilador / Deionizador — TECNAL,;

Equipamento de eletroforese — BIO-RAD;
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Espectrofotometro - BACKMAM,;

Estufa incubadora de CO2 - NUARE;
Fluoroespectrofotometro (Model FP-920) - JASCO;
Freezer -20°C - PROSDOCIMO;

Freezer -70°C - REVCO,;

Microscépio Optico de Inversdo — LEITZ;
Microscopio Optico Olympus CH-2 — OLYMPUS;
Mistura de 5% de CO2 - WHITE MARTINS;
Pipette aid - DRUMOND;

Placas de cultura de células de 6, 24 e 96 pocos — NUNC;
Potenciémetro - DIGMED;

Revelador ultravioleta;

Rotor de placa - EPPENDOREF;

Sonicador- VWR SCIENTIFIC.

3. Materiais Diversos

Agulhas hipodérmicas de 30-7, 25-7 e 20-5 - BD;

Ampolas para congelamento;

Becker de 10, 50 e 100 mL - PYREX;

Espatula;

Frascos de plasticos (125 cm2, volume 150 mL) - CORNING;
Frascos de plasticos (25 cm , volume 50 mL) - CORNING;
Laminas - SHANDON;

Luvas cirargicas de latex - LEMGRUDER S/A;

Material cirtrgico (pinca, bisturi, tesoura) - EDLO;
Membrana millipore 0,22 um - MILLIPORE;

Micropipetas de 20, 200 e 100 gL - GILSON,;

Papel laminado;



Parafilme;

Pipetas graduadas de 1,0, 5,0, 10,0 e 20,0 mL estéreis-FALCON;
Placas de petri - PYREX;

Seringas de 1, 3, 5, 10 e 20 cc - BD;

Tubos de centrifuga estéreis de 15 e 50 mL - FALCON;

Tubos de vidros borosilicato;

4. Solucoes

4.1. Solucdo salina tamponada de fosfato: a solugdo salina
tamponada de fosfato livre de calcio e magnésio (PBS) foi preparada dissolvendo
um tablete de PBS em 100 mL de agua destilada. O PBS foi esterilizado em

autoclave a 121°C por 30 min e mantido a uma temperatura de 4°C.

4.2. Solucdo de PBS a 10 mM de fosfato de sddio: foi preparado
separadamente a solucdo A contendo 1,34 g de fosfato dissddico (Na2HPU4) em
500 mL de solucdo salina (0,9%) e a solucdo B contendo 0,6 g de fosfato
monosodico (NaFLPCL) em 500 mL de solucdo salina (0,9%). Em seguida foi
acrescentado 150 mL da solugdo A na solugcdo B até completar o volume de 500

mL no pH 7,4.

4.3. Solucdo de PBS a 50 mM de fosfato de sodio, foi preparada
uma solucédo estoque de 0,5 M de fosfato de sédio a pH 7,4 e uma solucdo del,5 M
de cloreto de sodio. Posteriormente, foram misturados 67 mL de uma solucdo de
cloreto de sédio a 1,5 M a 50 mL de fosfato de sédio (pH 7,4) em 383 mL de agua

destilada.

4.4."Solucgdo fluorocromo de bisbenzamida: a solugdo foi preparada
a 0,16% de sarcosinato lauroil de sédio + 0,2 M de fosfato de potassio + 0,04 M de
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EDTA dissédico + 10 pg/mL de bisbenzamida. Foram preparadas duas solugdes:
A) 0,2 M de fosfato dipotassio (K2HPO4) + 17,418 g de fosfato de potassio
(KHPO4) em 500 mL em &gua; e B) 0,2 M de fosfato de potassio monobasico
(KH2PO4) + 13,6 g de KH2PO4 em 500 mL de 4gua. Em seguida, foi misturado 100
mL da solucdo A em 400 mL da solucdo B até ajustar o pH 7,4. Posteriormente foi
acrescentado 0,8 g de sarcosinato lauroil de sodio, 7,44 g de EDTA e 20 pL da
solucdo de bisbenzamida, no dia do experimento, a partir da solugdo estoque !

mg/mL de d&gua em 200 mL de PBS (10 mM).

4.5. Solugdo salina tamponada de fosfato com EDTA (PBS/
EDTA): foi pesado 0,4 g de EDTA, tendo em seguida adicionado 2 L de PBS, e
autoclavado a 121°C, por 30 min. Posteriormente, foram acondicionadas em

aliquotas de 500 mL, a temperatura ambiente.

4.6. Solucdo de TdT working strength. foi preparada em tubo de
eppendorfno gelo, com duas gotas (76 pL) da solucdo tampéo e uma gota (36 pL)

da enzima TdT.

4.7. Solugdo working strength stop/wash. foi medida uma solugdo

com 1 mL da solugdo tampéao stop/wash buffer + 34 mL de agua destilada.

4.8. Solucdo substrato + DAB: foi usado um tablete de DAB
(conjunto de peroxidase) + 2 mL de substrato peréxido de hidrogénio. Protegeu-os

da luz, sendo centrifugado em tubo de eppendorfantes de usa-lo

4.9. Solucédo de MTT: foi preparada a 5 mg/mL em PBS, sendo
posteriormente armazenada nofreezer a -20°C. No dia do experimento, foi diluido

para 0,5 ou 1 mg/mL em meio sem soro.
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4.10. Solucdo de TEP (solucdo de preservacdo do nucleo): foi
utilizado 0,5 mL de tris de acido cloridrico (HC1 - pH 7,4) (1 M), 0,1 mL de EDTA
(0,5 M), 0,25 mL de PMSF (100 mM) em 50 mL de agua. Durante o experimento,
foi utilizado 0,5 mL da solucéo.

4.11. Solucdo de TEMP (solucdo de extracdo do nucleo): foi
utilizado 5 mL de tris de &cido cloridrico (HC1 - pH 7,4) (1 M), | mL de EDTA
(0,5 M), 2 mL de cloreto de magnésio (MgCh) (1 M), 2,5 mL de PMSF (100 mM)
e 500 mL de agua.

4.12. Solugdo tampéo lise de NP-40: foi preparado a partir 5 mL de
tris de &cido cloridrico (HC1 - pH 7,4) (1 M), | mL de cloreto de sédio (NaCl) (5
M), 1,5 mL de cloreto de magnésio (MgCh) (1 M), 2,5 mL de 100% NP-40 e 500

mL de agua.

4.13. Solugdo de 100 mM de PMSF: foi utilizado 0,174 g de PMSF

em 100 mL de metanol.

4.14. Soro fetal bovino: o soro estéril foi obtido da CULTILAB e
estocado a -20°C em garrafas de 100 mL. Antes do uso, foi descongelado e
estocado a 4°C. Na preparacdo do meio, foi utilizado uma concentragdo final de

10% (Vv/v).

4.15. Bicarbonato de sodio: uma solucdo de 7,5% (p/v) foi preparada
dissolvendo 7,5 g de bicarbonato de sdédio em 100 mL de &gua destilada e

deionizada, sendo em seguida filtrada em filtro millipore e estocada a 4°C.
4.16. Preparacéo de agarose a 1%: 2 g de agarose foram diluidos
em 200 mL de TAE (xl). Foi acrescentado 40 mL de TAE, a partir de uma solucéo

50x (vezes) conc"entrada em 2 L. de agua. Posteriormente, foi pesado e aquecido no
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microondas por 3 min. Em seguida, pesou novamente, e completou para o volume

inicial, adicionando brometo de etilio na concentracdo de 5 pg/mL.

4.17. Meio RPMI: o meio foi obtido pela CULTILAB, sendo diluido
em 4gua destilada, deionizada e esterilizada. A solucdo foi filtrada com ajuda do
filtro millipore com diametro de 0,22 pM. Posteriormente, foi completado com
10% de soro fetal, 1% de glutamina, 1% de antibidticos, 1% de bicarbonato

(0,75%) e 25 mM de HEPES.

5. Obtencédo das Substancias Usadas nos Testes

Os compostos usados nesse estudo foram isolados de plantas da regido
do Estado do Ceard, tendo sido identificadas pelo Professor Afranio Fernandes, do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara. A purificacdo e a
determinacdo quimica das estruturas foram realizadas pelo Departamento de
Quimica Organica e Inorganica da mesma universidade, sendo utilizado um
espectrometro de massa ultravioleta, além da ressonancia magnética nuclear e
cromatografia de alta pressdo, pelos procedimentos desenvolvidos pelos
professores Telma Lemos, Otilia Pessoa e Edilberto Silveira (Mendes & Silveira,
1994; Pessoa et al., 1993, 1995; Silveira et al., 1995; Lima et al., 1996). Os nomes

dos compostos estdo apreséntados na tabela 1.

6. Derivados da Oncocalyxona A

A partir da (1) oncocalyxona A (re/-10cx,lip-Epoxi-lla-etoxi-8a-
hidroxi-2-metoxi-8a|3-metil-5,6,7,8,8a,9,10,10a|3-octaliidro-1,4-antracenodiona)

foram obtidos os seus derivados (2) 6-clorooncocalyxona A (4’re/-6-cloro-8cc-
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hidroxi-5-hidroxi-metil-8aP-tetrahidro-l,4-antracenodiona), obtido através da
reacdo do composto 1 com PhSelLeCl (3) 8-0-acetiloncocalyxona A (9’reZ-5-
acetoxi-metil-8a-hidroxi-8a[3-metil-2-meto?d-7,8,8a, 9-tetrahidro-1,4-

antracenodiona) e (4) 8,lI-di-0O-acetiloncocalyxona A (8’re/-8cc-acetoxi-5-acetoxi-
metil-8aP-metil-2-metoxi-7,8,8a,9-tetrahidro- 1,4-antracenodiona), obtido depois da
acetilacdo do composto 1 com Ac2/Py na presenca de 4-DMAP. A preparacdo e
identificacdo foram realizado pelos métodos descritos por Pessoa & Lemos (1999).

Os fitoderivados foram dissolvidos a 5 mg/mL em DMSO.

Tabela 2. Derivados da oncocalyxona A

Composto Estrutura
Oncocalyxona A RI=R2=R3=H
6-Clorooncocalyxona A RI=R3=H; R2=ClI
8-0-Acetiloncocalyxona A RI=R2=H; R3= Ac

8,11-Di-O-acetiloncocalyxona A RI=R3= Ac; R2=H

7. Linhagens Celulares

As linhagens celulares usadas no desenvolvimento do trabalho foram:
CCD-922 (fibroblasto), CEM (leucemia linfocitica), HL60 (leucemia
promielocitica), HCT8 (c6lon) e MCF-7 (mama), todas elas obtidas da American
Type Culture Collection (ATCC), (HAY et al., 1994), com exce¢do da SW-1573

(pulméo) e suas sublinhagens 2R160, 2R50 e Psl, que foram gentilmente cedidas
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pelo Dr. H. Broxterman da Universidade livre de Amsterdd. As células foram
mantidas em meio RPMI 1640 e suplementadas com 10% de soro fetal bovino. A
passagem das células foi realizada 3x por semana, na fase de crescimento répido.
As células CEM e HL60 cresceram em suspensdo, enquanto que as outras
linhagens foram cultivadas aderidas. Todas as culturas foram mantidas a 37°C em
5% de CO2. A viabilidade das células excederam 95% quando determinadas pelo

azul de trypan (McAteer & Davis, 1994).

Tabela 3. Linhagens celulares

Linhagem Celular Origem
L1210 Leucemia
Murina
CCD922 Fibroblasto
CEM Leucemia
HLG60 Leucemia
MCF-7 Mama
U373MG Glioma
SW-837 Colon
HCTS8 Ileocecal
SW-1573 Pulméo
SW-1573-S1 Pulméo (MRP)

SW-1573-2R160 Pulméo (MDR)

8. Viabilidade Celular
Para determinar a viabilidade, uma aliquota da suspensdo de células

foi diluida 1:10 a uma solugdo azul de tripan a 1% (p/v), depois de 2 a 3 min, as

células foram examinadas e contadas na camara de Newbauer. As células coradas
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em azul escuro foram consideradas ndo viaveis. A viabilidade foi expressada pelo

numero de células ndo coradas multiplicadas por 105 céls./mL.

9. Congelamento das Celulas

ApOs tripsinizacdo, as células foram resuspensas em meio a 10% de
soro, e centrifugadas durante 5 min, a 1.000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi
removido, e o precipitado foi resuspendido em meio a 5 ou 10% de DMSO. A
suspensado de células foi colocada em uma ampola, sendo levada a geladeira por 30

min, posteriormente para ofreezer a -70°C durante 24 h, e em seguida armazenada

a -180°C (nitrogénio).

10. Descongelamento das Células

As células foram descongeladas rapidamente em banho-maria a 37°C,
sendo o exterior da ampola limpado com metanol. O contetdo foi retirado da
ampola e colocado gota a gota num tubo de centrifuga contendo meio RPMI a 10%
de SFB. O tubo foi centrifugado a 1.000 rpm/min, sendo retirado o sobrenadante.
Posteriormente o precipitado foi resuspendido em meio de cultura recém preparado.
Com o auxilio de uma pipeta, foi agitado lentamente. A suspensdo de células foi

transferida para um ou mais frascos de cultura, sendo posteriormente incubada em

estufa a 5% de CO2 a 37°C.

11. Analise do MTT

Procedimento
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1) As células em suspensdo e monocamadas foram plaqueadas
contendo 5x10 céls./IOO pL ou 2xIOJ céls./IOO pL em placas de
96 pocos

2) Cada placa foi incubada em estufa a 37°C, por um periodo de 3 h,
ate axtingir o0 equilibrio;

3) Em seguida, foram adicionados as substancias previamente diluidas
para obtencéo das concentracdes finais 25,0; 12,5; 6,25; 3,15; 1,76
e 0,79 pg/mL no interior dos pogos;

4) Apos o periodo de incubagdo de 72 h. as placas foram retiradas e
centrifugadas a 1.000 rpm por 5 min;

5) O sobrenadante foi aspirado, tendo sido adicionado 200 pg/mL de
0,5 mg/mL da solugéo de MTT,;

6) A placa foi colocada na estufa a 5% de CO2, durante 3 h;

7) Posteriormente, foi centrifugada a 1.000 rpm por 5 min;

8) O sobrenadante foi aspirado;

9) O precipitado foi resuspendido em 100 pL de DMSO;

10) A placa foi lida no espectrofotdbmetro de placa a um comprimento

de onda de 550 nm.

12. Analise da Fluoresceina com Bisbenzamida:; Dano ao DNA

Procedimento:

1) As células (5x10; cels./ml) foram cultivadas e incubadas com as
amostras em diferentes concentracdes, durante 3 ou 24 h;

2) Em seguida, foram aspiradas e transferidas para um tubo conico,
sendo centrifugadas a 1.000 rpm por 5 min;

3) O precipitado foi resuspendido com 5,5 mL da solugdo de PBS, e

aliquotado em tubos com 0,8 mL;
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4) Os tubos foram divididos em 3 grupos (A, B e C), em duplicatas, de

acordo com o disposto a seguir:

Tubo A: 1 e 2 - nenhuma desnaturacao
0,1 N de NaOH (0,8 mL) + 0,1 N de HC1 (0,8 mL), pH 7,0;
0,8 mL de solugéo fluorocromo;

Sonicou-os usando programa 2-20 seg. (50%).

Tubo B: 3 e 4 - desnaturagéo parcial

0,1 N de NaOH (0,8 mL);

Guardou-o0s por 30 min no escuro e sem vibracao;
0,1 N de HC1 (0,8 mL);

0,8 mL de solugédo fluorocromo;

Sonicou-os usando programa 20 seg. (50%).

Tubo C: 5 e 6 - desnaturacdo completa

0,1 N de NaOH (0,8 mL);

Sonicou-os usando programa 5” (90%);
Guardou-os por 30 min, no escuro e sem Vvibracao;
0,1 N de HC1 (0,8 mL);

0,8 mL da solugdo de fluorocromo;

Sonicou-os usando programa 20 seg. (50%).

5) Os tubos foram entdo cobertos com parafilme, ficando em
equilibrio por toda a noite (mais de 18 h);

6) O contetudo foi transferido para as cuvetas e lido no fluorimetro
(excitacdo 353 nm, emissdo 451 nm e bandpass 18 nm);

7) As médias dos valores da desnaturacdo zero, desnaturagdo parcial e
desnaturacdo completa foram calculadas;

8) O valor de F foi calculado (% da dupla fita do DNA):
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F= dupla DNA= B-C
A-C

13. Imunohistoquimica

13.1. Analise do TUNEL

As células HL60 foram incubadas durante 48 h em placas de 6 pocos,
com 0,5x106 céls./mL em 2 mL de meio. Foram utilizados para os testes a
oncocalyxona A (5 pg/mL), doxorrubicina (1 pg/mL) (controle positivo) e
nenhuma droga (controle negativo). Apo6s o periodo de incubacdo, as laminas foram

preparadas em citocentriiuga, com aproximadamente 0,5x108 céls./0,l mL.

A fixagdo, apoés citocentrifugacdo, foi realizada com formalina
tamponada entre 4 e 10%, por 10 min, em temperatura ambiente. As laminas foram

estocadas a -20°C em um dessecador, até o momento do ensaio.

1) As laminas foram retiradas do freezer a -20°C e deixadas a
temperatura ambiente, antes de remover do dessecador;

2) Estas foram fixadas em solucéo fresca de etanol: acido acético (2:1)
por 5 min a -20°C;

3) Depois foram secadas tendo o cuidado de ndo resseca-las. Entdo,
foram lavadas 2x com PBS, a cada 5 min;

4) As peroxidases enddgenas foram eliminadas com solucdo fresca de
peroxido de hidrogénio em PBS a 0,5%, durante 20 min, a
temperatura ambiente. Nesse momento, foi retirado o reagente
APOPTAG dofreezer e colocou-o no refrigerador;

5) As laminas foram entdo lavadas 2x com PBS, a cada 5 min;
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6) Foram depois enxugadas, e as células circundadas com um lapis
hidrofébico;

7) O tampdo de equilibrio foi aplicado nas laminas, as quais foram
incubadas em camara umidificada, a temperatura ambiente, por
aproximadamente 30 min. A solucdo de TdT working strength foi
preparada, mantendo-a no gelo;

8) Estas foram enxugadas, e posteriormente foi aplicado 15 a 20 pL de
solugdo de TdT working strength. Incubou-as em cémara
umidificada por 1 a 2 h, em estufa a 37°C;

9) A solucdo yvorking strength stop/yvash buffer foi preparada e
colocada em banho-maria a 37°C;

10) As laminas foram colocadas na solugdo yvorking strength
stop/wash buffer e incubadas em banho-maria a 37°C, por 30 min,
sendo agitadas a cada 10 min;

11) As laminas, nesse passo, poderdo ser estocadas;

12) A antidigoxigenina peroxidase foi aplicada, sendo as laminas
incubadas na camara umidificada, a temperatura ambiente;

13) Estas foram lavadas 3x em PBS, a cada 5 min. Sendo em seguida
preparada a solu¢cdo DAB (cromogeno + peroxido de hidrogénio)

14) O DAB foi aplicado por 15 min, em cémara umidificada, a
temperatura ambiente, protegendo-as da luz;

15) As laminas foram lavadas 3x em &gua destilada por 1 min;

16) A hematoxilina foi aplicada e incubada por 15 a 20 min;

17) As laminas foram lavadas em &agua corrente e posteriormente
secadas ao ar livre;

18) As ceélulas foram observadas no microscopio optico.
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13.2. Analise da 5-Bromodeoxiuridina

As células CEM foram incubadas durante 24 h em placa de 6 pocos,

com 5x105 céls./mL em 6 mL de meio, na presenca da Oncocalyxona A (5 pg/mL),

doxorrubicina (1 pg/mL) (controle positivo) e nenhuma droga (controle negativo).
Trés horas antes do término do periodo de incubagdo, acrescentou-se IOuM BrdU,
em seguida as laminas foram feitas em citocentrifuga, com aproximadamente

0,5x105 céls./IOO pL.

As ceélulas foram fixadas apo6s citocentrifugacdo usando metanol:
&cido acético (7:15) por 5 min. Nesse momento, as laminas foram estocadas a -

20°C em um dessecador, até 0 momento do ensaio imunohistoquimico.

1) As laminas foram incubadas com formamida (95%) + citrato de
sodio (0,15 M), em banho-maria, a 70°C, por 45 min, sendo 28,5
mL de formamida e 1,5 mL de citrato de sddio (0,15 M);

2) As laminas foram entdo incubadas com APAAP (0,05 M tris, pH
7,6/0,15 M de NaCL), por 5 min;

3) Estas foram depois enxugadas, e ao redor das células foi feito um
circulo com lapis hidofébico. Posteriormente aplicou-se o anticorpo
primario (1 a 1,5h);

4) Aplicou o link nas células e incubou-as durante 30 min em camara
umidificada;

5) As laminas foram entdo lavadas 2x em APAAP (solugdo tampdao),
por 5 min cada;

6) Estas foram depois enxugadas;

7) Foi aplicado o APAAP (regente) e incubou-as por 30 min em

camara umidificada;
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8) As laminas foram entdo lavadas 2x com APAAP (TBS), por 5 min
cada;

9) As mesmas foram depois secadas;

10) Foi aplicada a solugdo de substrato: 1 tablete para 2 mL da
solucdo tampéo substrato, e incubou-as por 40 min;

11) As laminas foram lavadas em agua destilada durante 5 min, sendo
em seguida secadas;

12) A hematoxilina (1:4) foi aplicada por 1 min;

13) As laminas foram entdo lavadas em agua corrente;

14) As células foram observadas no microscopio o6ptico.

14. Imunofluorescéncia
14.1. Expressao da fosfatidilserina na membrana celular

As células HL60 foram incubadas por 48 h em placas de 6 pocos, com
5x103 céls./mL em 2 mL de meio. Os compostos utilizados foram: Oncocalyxona A
(5 pg/mL) e Doxorrubicina (1 pg/mL).
1) 200 pL da suspensdo de células foram transferidos para o tubo
eppendorf;
2) O tubo foi centrifugado durante 10 min;
3) O sobrenadante foi aspirado e as células lavadas com solucéo de
PBS (10 mM Kpi, salina pH 7,4);
4) O precipitado foi resuspendido e misturado com 100 pL de solucéo
de annexina-PI, ficando em repouso durante 30 min, a 4°C;
5) Posterioimente, foram lavadas 2x com solugéo tampéo a 1 mL;
6) :UEOO pL de Streptovidina-fluor foi acrescentado, deixando em

repouso por 30 min, a 4°C;
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7) As células foram lavadas 2x com PBS a 0,5 mg/mL;
8) Ao precipitado, foram acrescentados 20 pL de PBS (pH 8)5) +
Glicerol na proporgéo de 2:1;
9) As células apoptéticas foram identificadas pelo microscépio
imunofluorescente;
10) As laminas foram feitas tendo sido verificada a presenca de
células fluorescente ou ndo, e coradas Pl. As células fluorescentes

sdo consideradas células apoptoticas.

15. Eletroforese

15.1 Analise da topoisomerase Il

Procedimento:

1) As células CEM foram incubadas com 1x10° céls./mL e as células
SW-1573 com 3xI07 céls./mL de meio. As substéncias
Oncocalyxona A (5 pg/mL), doxorrubicina (0,1 pg/mL), etoposida
(1 pg/mL) e o controle negativo (sem droga) foram incubadas
durante 1 h, a 5% de CO2 e a temperatura de 37°C;

2) ApoOs esse tempo, as células foram contadas;

3) A suspensdo de células foi coletada e centrifugada por 5 min a
1.000 rpm, a temperatura de 4°C;

4) O sobrenadante foi removido e o precipitado foi resuspendido em 3
a5 mL de TEM frio, dispersando assim as células;

5) O tubo foi colocado no gelo por 10 min;

6) Os tubos foram centrifugados por 5 min a 1.000 rpm, a temperatura
de 4°C;

7) O sobrenadante foi removido e o preciptado foi agitado em vortex,

rapidamente;
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Reagentes

Agua
Tampéo
L

K
D

Amostra

Droga

8) 10 mL de tampdo lise NP-40 foi adicionado, agitado no vértex e

deixado no gelo por 10 min;

9) O tubo foi centrifugado por 5 min a 1.700g, a temperatura de 4°C;

10) O sobrenadante foi removido;

11) O passo 9 foi repetido, resuspendendo o precipitado com apenas !
mL de tampdo TEMP frio. Apds centrifugacdo (passo 10), as
paredes dos tubos foram enxugadas para remover 0 excesso de
tampéo;

12) O sobrenadante foi removido, e o nucleo foi resuspendido com
500 pl (50 pl) de tampdo TEP (10 mM tris, pH 7,4; 1 mM de
EDTA; 0,5 mM de PMSF), sendo o tubo eppendorf marcado e
esfriado;

13) 50 pl de 1 M NacCl foi adicionado e deixado em repouso no gelo
por 30 a 60 min;

14) O tubo foi centrifugado a temperatura de 4°C, durante 15 min;

15) No sobrenadante, estava presente a enzima topoisomerase | e Il.
Posteriormente, foi realizada a reacdo seguindo o procedimento

abaixo.

Tabela 4. Preparacéo da reacdo na analise da topoisomerase

L (pl) K@D D(ph) C(pD Aio(pl) A5 (pl) Di(pl) Ei (pl)

19,5 21,0 19,5 11,0 9,0 10,0 9,0 9,0
2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
15 — — - - — - —
15 15 15 15 15 15 15 15
— — 1,3 — - - — —

_ _ - 100 100 100 100 10,0
_ _ _ _ 2,0 1,0 2,0 2,0

Legendas: L= DNA linear; K= kDNA; D= DNA Decatanato; C- Controle; Ail=
Oncocalyxona AJ10 pg/mL); A8= Oncocalyxona A (5 pg/mL); D]= Doxorrubicina
(1 pg/mL); Ei= Etoposida (1 pg/mL)
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16. Cromatografia Liquida de Alta Pressdo (HPLC)

16.1. Comparacdo da citotoxicidade oncocalyxona A com a

fracao cloroférmica da Auxemma oncocalyx (FCAO)

A fracdo cloroformica da Auxemma oncocalyx (1 mg/mL) e
oncocalyxona A (1 mg/mL) foi coletada no HPLC diretamente em placas de 96
pocos no intervalo de 90 min, a cada 15 seg. Foi usado o gradiente isocratico, tendo
como eluentes metanol e agua (1:1), com um comprimento de onda de 254 nm,
fluxo de 1 mL/min, pressdo de 250 kgfe loop 20 pL. Em seguida, as placas foram

secadas a temperatura ambiente, para posterior teste de citotoxicidade nas células

CEM (0,25x105 céls./mL), utilizando o0 método do MTT.

17. Teste da Atividade Antitumoral

17.1 Escolha do animal

Os camundongos selecionados foram da espécie Mus Musculus e
DBA'2 de ambos os sexos, com peso variando entre 20 e 25 g, mantidos no biotério
do Laboratorio de Cirurgia Experimental (LABCEX), alimentados sem restri¢cdo

com racgdo Purina e agua.
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17.2. Via de administracéao

A via utilizada para a administragdo das substéncias foi a
intraperitoneal, por se constituir num local de extensa area e intensa vascularizacgéo,
e por conseguinte, uma excelente via de absorcdo. As doses foram estabelecidas de
acordo com a DL50 obtida em camundongos. A duracédo do tratamento foi de 8 a 10
dias, sendo iniciado 24 h apo6s a inoculacdo do tumor, bem como em dias

alternados, para avaliagdo da sua sobrevida, entre o intervalo de 2 em 2 dias.

17.3. Preparacao das solucobes

A solubilizacdo dos produtos constituiu uma etapa importante na
analise dos testes in vitro e in vivo, sendo utilizado como veiculo o DMSO, a agua

e salina. As solucbes foram estocadas na maxima concentragdo, em temperaturas

variando de 20°C a -70°C.

17.4. Determinacéo da toxicidade aguda

O teste de toxicidade foi realizado numa etapa preliminar, fazendo
parte de uma triagem farmacolégica inicial, na qual é observado a acdo da
substancia teste na fisiologia do organismo (Berlon, 1988). Neste estudo, foi
determinada a DL50 aproximada, da fracdo cloroformica da Auxemma oncocalyx
pelo método Miller & Tainter (1944). Os animais foram observados durante as
primeiras 24 h ap6s a aplicacdo das substéncia, tendo sido anotado qualquer
alteracdo comportamental apresentada. Na determinacdo da DL50 pelo método de
Miller & Tainter, foram feitas duas consideragbes: A primeira, ou ensaio
preliminar, constituiu em determinar a maior dose aplicada que ndo mata nenhum

dos animais (DI) e a menor dose capaz de mata-los (D2). Foram utilizados quatro
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lotes, com dez animais cada, sendo administradas doses em diferentes
concentragfes para cada lote. A segunda, ou ensaio definitivo, foi realizado apos 48
h do ensaio preliminar. Neste teste, as doses utilizadas foram compreendidas entre
DIl e D2 em quatro lotes de dez animais. A mortalidade foi registrada durante 24 e
48 h ap6s a administracdo da fragdo. O resultado da tabela 11 foi calculado

obedecendo as instrugdes abaixo:

Para a correcdo, as seguintes formulas foram utilizadas:
N=numero de animais mortos em cada grupo;

Para 0% de morte: 100x (0,25/n);

Para 100% de morte: I00x (n-0,25/n).

Os valores dos probitos foram correlacionados com o percentual de
morte. Os resultados foram plotados num gréafico, onde a abcissa era o logaritmo da
dose da FCAO e a ordenada o valor do probito. Para a obtencédo do desvio padréo,
diferenca entre as doses foram consideradas, definida por 2S. O desvio (D) foi

calculado de acordo com a féormula abaixo:

D (mg/Kg) =

17.5. Avaliacao da atividade antitumoral

Para os testes antitumorais, foram utilizados tumores sélidos do tipo
Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich, com 10 a 12 dias de implantes na regido
axilar direita. O animal doador, ou da manutencdo, foi sacrificado com éter etilico,
sendo realizada assepsia com alcool iodado. Em seguida, foi retirado o liquido
ascitico da cavidade abdominal, tendo sido preparado uma suspensdo de células

com 4,0 mL de Ringer lactato, 0,5 mL de cloranfenicol (5 mg/mL) e 0,5 mL do
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liquido ascitico, para posterior contagem das células. Nos animais receptores,
foram injetadas 2xI03 céls./0,2 mL na regido axilar dos animais (camundongos
Wistar). Na linhagem leucémica L1210, as células foram mantidas em cultura, em
meio RPMI, e no dia do experimento foram contadas. A suspensdo de células foi
inoculada na regido axilar, na concentracdo de 2x103 cels./0,2 mL em camundongos

da espécie DBA/2.

No primeiro estudo, os animais inoculados com Carcinoma de Ehrlich
e Sarcoma 180 foram tratados no 2°, 4°, 62 e 82 dias apds o implante, com a fracao
cloroférmica da Auxemma oncocalyx nas doses de 50 e 70 mg/mL, 5-Fluorouracil
(controle positivo) nas doses de 20 e 40 mg/mL e 5% de DMSO (controle
negativo); tendo sido avaliada a sobrevida dos animais até a morte e a variagdo de

peso durante o periodo de tratamento.

No segundo estudo, os animais foram inoculados com o0s tumores
Sarcoma 180, Carcinoma de Ehrlich e linhagem leucémica L1210, sendo em
seguida tratados durante 10 dias consecutivos ap6s o implante, com as substancias
fracdo cloroférmica da Auxemma oncocalyx nas doses de 70 e 100 mg/kg, 5-
Fluorouracil na dose de 30 mg/mL e 5% de DMSO. A média dos pesos dos

tumores foi determinada no 112 dia apds o implante.

18. Analise Estatistica

Os teste utilizados foram o ndo paramétrico Kaplan-Meyer, o teste t-
student e a andlise de varidncia. Quando existiu diferenca significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle foi realizado o teste Dunnet. Considerou-se que
havia diferenca entre os grupos tratados e o controle quando o p-valor foi menor ou
igual a 0,05, existindo diferenca significativa a 5%, e menor ou igual a 0,01, com
significancia a 1%.
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RESULTADOS



1. Citotoxicidade de Compostos Obtidos das Plantas do

Nordeste Brasileiro

A acdo citotoxica in vitro de algumas substancias puras obtidas de
diferentes plantas do Nordeste brasileiro foi inicialmente avaliada pelo método do
MTT em linhagens de células humanas CEM (leucemia), SW-1573 (carcinoma de
pequenas células do pulmédo) e CCD-922 (fibroblastos normais). Este teste foi
utilizado para selecionar aqueles compostos que demonstraram elevada acgéo
citotoxica e, consequentemente, possivel potencial antitumoral (tabela 5). Foram
considerados como resultados relevantes aqueles que apresentaram IC50 igual ou
menor que 10 pg/mL (Favaro, 1990). Dentre as substancias estudadas, quatro
compostos (oncocalyxona A, oncocalyxona C, clerodano A e tematina) foram os
mais citotoxicos, com valores de IC50 abaixo de 10 pg/mL nas células CEM e SW-
1573. Dentre estes, as oncocalyxonas A e C apresentaram uma maior atividade nas
células CEM em relagdo as células SW-1573 (p<0,01), com valores de IC50
inferiores a 2 pg/mL, o que ressalta a sua especificidade por células neoplasicas
com elevado indice de divisdo celular. A figura 3 mostra a curva dose-resposta dos
qguatro compostos mais ativos nas células CEM, que foram selecionados para o0s

estudos posteriores.

Alguns compostos, como clerodano B, xantona A, xantiletina,
vinhaticol, seselina e fasciculatina, apresentaram baixa citotoxicidade nas células
estudadas, com valores estimados de IC50 entre 13 e 25 pg/mL. Por outro lado,
embora a jatrofona tenha mostrado elevada citotoxicidade com valores de 1C50
menores que ! pg/mL, sua citotoxicidade foi inespecifica, atingindo tanto as
linhagens tumorais (CEM) quanto a linhagem normal (CCD-922 (tabela 5), o que a

descredencia para o prosseguimento no estudo.
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estudos posteriores.

Alguns compostos, como clerodano B, xantona A, xantiletina,
vinhaticol, seselina e fasciculatina, apresentaram baixa citotoxicidade nas células
estudadas, com valores estimados de IC50 entre 13 e 25 pg/mL. Por outro lado,
embora a jatrofona tenha mostrado elevada citotoxicidade com valores de 1C50
menores que 1 pg/mL, sua citotoxicidade foi inespecifica, atingindo tanto as
linhagens tumorais (CEM) quanto a linhagem normal (CCD-922 (tabela 5), o que a

descredencia para o prosseguimento no estudo.
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IC50 (media (pg/mL)) £ DP)

Tabela 5. Valores da IC50 dos compostos obtidos de plantas do Nordeste do
Brasil nas células CEM, SW-1573 e CCD-922.

Compostos

CEM SW-1573 CCD-922
Oncocalyxona A 0,76 +0,05** 7,0 + 1,7* 13,4 + 0,6
Oncocalyxona C 1,5 +£0,3** 7,5 +0,7* 12,4 +£ 0,5
Clerodano A 6,25 +0,1* 58+ 1,2* 10,0 + 1,0
Tematina 1,9+ 12** 1,4 +0,7** 10,3 0,5
Clerodano B 18,0 +3,4 18,0 +0,0 >25
Xantona A 13,5 +4,0 17,0 £5,1 >25
Fasciculatina 20,0+ 0,0 20,0 £ 0,0 >25
Vinhaticol 13,0 £0,7 17,0 £0,0 >25
Xantiletina 16,0 £0,0 >25 >25
Seselin 15,0 £0,0 17,3 £0,6 10,7 £1,0
Jatrofona 0,098 +0,06** 0,22 +0,03**

As células foram cultivadas em placas de 96 pocos em estufa a 5% de CO2, a 37°C, por 72 h,
na presenca de concentragdes crescentes dos compostos (0,39-25 pg/mL). Cada concentragdo
foi testada em triplicata, e as andlises foram realizadas em trés determinagdes. A 1C50
corresponde a concentracdo que inibe 50% do crescimento celular (média £ desvio padrdo).
Obs. *p<0,05; **p<0,01.
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Figura 3. Ac¢do citotdxica dos compostos obtidos de plantas nas células CEM
Porcentagem de células viaveis em relacdo ao efeito das diferentes concentragdes dos
compostos que constam na legenda. Cada ponto representa a média = desvio padrdo de
triplicatas em trés diferentes experimentos.
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2. Dano ao DNA nas Células CEM

A integridade do DNA foi avaliada nas células CEM (5x103 céls./mL)
pela analise de fluorescéncia medindo ligacdo da bisbenzamida com fita simples e
dupla do DNA, apés 3 e 24 h de incubacdo, com 0s quatros compostos mais ativos
previamente selecionados nos testes de citotoxicidade, a oncocalyxona A (10
pg/mL), a oncocalyxona C (10 pg/mL), clerodano A (25 pg/mL) e a tematina (25
pg/mL) foram comparados a Etoposida (1 pg/mL). As figuras 4 e 5 representam a
guantidade de DNA que permaneceu com dupla fita apds exposi¢cdo aos compostos

testados.

Inicialmente os compostos foram submetidos a apenas 3 h de
incubacdo para verificar aqueles que apresentavam uma reatividade mais rapida
com o DNA. Neste teste, observou-se que a fragdo da dupla fita de DNA foi
notadamente diminuida apos 3 h de incubagédo na concentracdo de 10 vezes a IC50
das oncocalyxonas A e C, sendo a oncocalyxona A mais efetiva que a
oncocalyxona C (figura 4). Esses valores foram superiores aos da tematina e do

clerodano A que apresentaram reatividade menor utilizando concentragao

superiores aos das oncocalyxonas A e C, correspondente a 25 pg/mL.

ApoOs incubacdo por 24 h pode-se determinar a reatividade dos
compostos em um maior periodo de tempo, cujo resultado evidenciou uma
reatividade significante de todos esses compostos em relacdo ao controle, sendo

que as oncocalyxonas A e C apres.entaram valores mais elevados (figura 5).
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0,90

Drogas

Figura 4. Determinacdo do dano ao DNA nas células CEM durante 3 h de
incubacdo. A figura representa a quantidade da dupla fita de DNA ligada a bisbenzamida

nas células incubadas com o0s compostos etoposida (1 pg/mL) (controle positivo),
oncocalyxonas A e C (10 pg/mL), clerodano A e tematina (25 pg/mL), medida através do
percentual da dupla fita de DNA.
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Drogas

Figura 5. Determinacdo do dano ao DNA nas células CEM durante 24 h de
incubacgdo. A figura representa a quantidade da dupla fita de DNA ligada a bisbenzamida
nas células incubadas com o0s compostos etoposida (1 pg/mL) (controle positivo),
oncocalyxonas A e C (10 pg/mL), clerodano A e ternatina (25 pg/mL), medida através do
percentual da dupla fita de DNA. Obs. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

62



3. Avaliagdo da Inibicdo da Sintese de DNA nas Ceélulas CEM

Algumas substéncias antineoplasicas agem através da inibicdo da
sintese de acidos nucleicos. Nesse sentido, foi escolhida uma metodologia para
avaliacdo do indice de proliferacdo celular, pela incorporacdo do BrdU detectado
pela reagdo reagdo imunohistoquimica com o anticorpo anti-5-BrdU, onde
identificou-se as células que permaneceram em sintese apds um periodo de 24 h de
incubacdo com os compostos. Trés horas antes do término do experimento,

acrescentou-se 5-BrdU (10 uM) para posterior analise imunohistoquimica.

Na presenca da oncocalyxona A (5 pg/mL), oncocalyxona C (5
pg/mL) e clerodano A (25 pg/mL), houve reducdo de aproximadamente 90% e
80% respectivamente (p<0,01) da incorporacédo de 5-BrdU (tabela 6 e figuras 6, 7
e 8) o que indica significativa inibicdo da sintese de DNA. Comparando
oncocalyxona A com a oncocalyxona C, observa-se que a primeira foi mais efetiva
numa dose menor do que a segunda, esses valores foram superiores aos da tematina
e do clerodano A (tabela 6). As células tratadas com o agentes anticancer
convencionais, como o etoposida (1 pg/mL) e doxorrubicina, etoposida (1 pg/mL),
mostraram niveis de inibicdo da sintese do DNA, semelhantes aos das

oncocalyxonas A e C, embora em doses menores.
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Figura 6: Determinacdo do numero de células. Proliferagdo celular na presenca das
diferentes concentracdes dos compostos durante 24 h de incubacdo e ap6s 3 h de exposi¢do a
5-BrdU (n = 2). Obs. *p<0,01; **p<0,05.
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Tabela 6. Inibicdo da sintese de DNA nas células CEM

Concentragcdo % do namero de células

Compostos (pg/mL) incorporadas com 5-BrdU
Controle 0 100
Doxorrubicina 1 3,7
Etoposida 1 12*
Oncocalyxona A 2 47
5 0,6*
Oncocalyxona C 2 60,5
5 1,6*
Clerodano A 5 91,6
25 27*
Tematina 5 87
25 81

As células foram plaqueadas na concentragdo de 5x103 céls./mL, durante 24 h, em estufa a
5% de CO2, a 37°C. Trés horas antes do téermino da incubacdo acrescentou-se 5-BrdU (10
mM). A porcentagem de células incorporadas com 5-BrdU foi comparada com o nimero de
células marcadas do controle (n = 2). Obs. *p<0,01.
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Figura 7. Reagdo imunohistoquimica para evidenciacdo da incorporacdo da 5-
BrdU nas células CEM. As células CEM foram plaqueadas (5x103 céls./mL) e incubadas
na (a) auséncia de drogas e na (b) presenca de doxorrubicina (1 pg/mL), (c) oncocalyxona A
(10 pg/mL) e (d) etoposida (1 pg/mL), durante 24 h, e na presenca de 5-BrdU (10 mM), por 3
h, antes do término da incubacdo em estufa a 5% de CO2, a 37°C. A porcentagem de células
marcadas foi determinada posteriormente (n = 2).
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Figura 8. Reacdo imuno-histoquimica para evidenciagdo da incorporacdo da
5-BrdU nas células CEM. As células CEM foram plaqueadas (5x103 céls./mL) e

incubadas na (a) auséncia de drogas e (b) clerodano A (25 pg/mL), durante 24 h, e na
presenca de 5-BrdU (10 mM), por 3 h, antes do término da incubagdo em estufa a 5% de CO2,
a 37°C. A porcentagem de células marcadas foi determinada posteriormente (n = 2).
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4. Avaliacdo da Inducéo a Apoptose

O indice de inducdo a apoptose foi avaliado nas células HL60 nas
analises imunohistoquimicas (TUNEL) e imunofluorescéncia (fosfatidilserina) pelo
fato dessas células apresentarem expressdo do gene p53 (Hoffman et al, 199). As
células foram incubadas durante 48 h na presenca e na auséncia da oncocalyxona A
(5 pg/mL). A figuras 9 e a tabela 7 mostram uma significante inducdo a apoptose
em 78,6% das células expostas a oncocalyxona A na concentragdo 5 pg/mL
(p<0,001) quando comparadas ao controle. A figura 10a mostra que as células
marcadas com anexina sdo indicativos de apoptose, enquanto que na figura 10b, as

células marcadas com propridio apresentam indicativo de necrose.

Tabela 7. Percentual de avaliacdo da inducdo a apoptose pelo método do

TUNEL

Oncocalyxona A

Controle
(5 pg/mL)
Apoptose 17% 78,6%*
Nao apoptose 83% 21,4%

As células foram plaqueadas na concentracdo de 5x10? céls./mL, durante 48 h, em estufa a
5% de CO2, a 37°C. Apo0s o término da incubacdo foi realizada a andlise do TUNEL. A
porcentagem de células marcadas foi comparada com o ndmero de células do controle (n =
2).0bs. *p<0,001.
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Figura 9. Avaliagdo da inducdo a apoptose na presenca da oncocalyxona A,
por imunohistoquimica. As células HL60 foram plaqueadas (0,5x106 céls./mL) e

incubadas na (a) auséncia de drogas e na (b) presenca da oncocalyxona A (5 pg/mL), durante
48 h, em estufa a 5% de CO2, a 37°C. O percentual de células marcadas pela analise do

TUNEL foi determinada e comparada com 0 controle (n=2).
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Figura 10. Visualizacdo da inducdo a apoptose através da expressdo da
fosfatidilserina. As células HL60 foram plaqueadas (5x10? céls./mL) e incubadas na (a)
presenca da oncocalyxona A (5 pg/mL) e na (b) presenga da doxorrubicina (0,05 pg/mL)
durante 48 h, em estufa a 5% de CO2, a 37°C. A expressdo das células marcadas pela presenca
da fosfatidilserina foi identificada através da fluorescéncia (n = 2).

70



5. Estudo da Citotoxicidade dos Compostos Oncocalyxonas A e

C Compararados com a Mitoxantrona e Doxorrubicina

Os estudos anteriores demonstraram que as oncocalyxonas A e C
foram os compostos citotoxicos mais promissores dos estudos preliminares. Com o
intuito de avaliar, comparativamente, o perfil citotoxico dessas duas quinonas em
relacdo a duas outras, doxorrubicina e mitoxatrona, ja utilizadas na terapéutica
anticancer, foram realizados experimentos pelo mesmo método do MTT, ja descrito
anteriormente. Embora, as oncocalyxonas A e C tenham demonstrado menor
poténcia do que as antraquinonas, doxorrubicina e mitoxantrona, deve ser
ressaltada a importéncia da sua seletividade citotoxica pelas células leucémicas
(CEM e HL60) (tabela 8). As oncocalyxonas A e C apresentaram-se com poténcias
citotoxicas estatiscamente diferentes (*p<0,05 e **p<0,01, respectivamente) nas

células CEM quando comparadas as outras linhagens (tabela 8).

Na prospeccdo de novas drogas antineoplédsicas é de fundamental
importancia a busca de novas moléculas ativas em neoplasias resistentes aos
farmacos ja utilizados na terapéutica. Nesse sentido, foram obtidas partir da
linhagem SW1573, células resistentes a multiplas drogas, SW1573-S1 e SW1573-
2R160. Assim, foi possivel avaliar a atividade dos compostos estudados. O
resultado mais relevante, foi a demonstragdo da maior sensibilidade dessas
linhagens as oncocalyxonas A e C quando comparadas a doxorrubicina e

mitoxantrona (tabela 9).
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Tabela 8. Valores das IC50 em diferentes linhagens celulares

IC50 (média = DP)

Linhagem
Celular ©Oncocalyxona A Oncocalyxona C Mitoxantrona Doxorrubicina
(Jig/mL) (p.g/mL) (ng/mL) (ng/mL)
CEM 1,2 £0,5** 1,5 £0,8** 0,7 £0,3** 4,0 £ 1,8**
HL60 30+ 1,7* 3,3+ 1.2* 1,3 £0,6** 6,3 %35
MCF-7 15 +£8,7 13+£6,0 3,0 £2,0* 20+ 10
U373MG 18 3,2 17+2,0 2,2 +0,5* 20+ 10
SW-837 14 £3.2 10 £3,0 3,0 £2,0* 8,057
HCT8 17 +2,0 13 +5,0 1,2 £0,7** 50 22
SW-1573 58+ 11 6,0£2,0 0,8 £0,2** 5,3 £4,0*

As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos, sendo incubadas em estufa a 5% de CO2,
a 37°C, por 72 h, na presenca de concentracdes crescentes dos fitoquimicos (0,39-25 pg/mL).
Cada concentracdo foi testada em triplicata e as andlises foram realizadas em trés
determinag6es. AIC50 corresponde a inibicdo de 50% do crescimento celular (média * desvio
padrdo). Obs. *p<0,05; **p<0,01.
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Tabela 9. Citotoxicidade dos compostos das oncocalyxonas A e C,

mitoxantrona e doxorrubicina em linhagens pulmonares multiresistentes as

drogas
. IC50 (média + DP)
Linhagem . .
Celular Oncocalyxona Oncocalyxona Mitoxantrona Doxorrubicina
A (gg/mL) C (gg/mL) (ng/mL) (ng/mL)
SW-1573 58 +1,1 6,0+20 0,8 0,2 5,3 4,0
SW-1573-S1 6,0 £2,0 11 +4,0** 23+ 15 50 + 17*
SW-1573-2R160 14 +6,0** 13 +6,0** 92 +£30** 1700 +290**

As células foram plaqueadas em placas multiwell de 96 pogos, sendo incubadas em estufa a
5% de CO2, a 37°C, por 72 h, na presenca de concentracBes crescentes dos fitoquimicos
(0,39-25 pg/mL). Cada concentracdo foi realizada em triplicata e as analises foram realizadas
em trés determinagdes. A IC50 corresponde a inibicdo de 50% do crescimento celular (média
+ desvio padrdo). Obs. *p<0,05; **p<0,01.
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6. Valores Comparativos da IC50 da Oncocalyxona A e seus

Derivados

A promissora atividade da oncocalyxona A direcionou a obtencdo dos
derivados semi-sintéticos clorooncocalyxona A, acetiloncocalyxona A e o

diacetiloncocalyxona A.

A citotoxicidade desses compostos nas células CEM e SW-1573 foi
avaliada utilizando a metodologia do MTT. A tabela 10 e a figura 11 apresentam
os resultados da IC50, nas quais pode ser constatado que a clorooncocalyxona A e a
diacetiloncocalyxona A foram 2 vezes menos citotoxicas, e a acetiloncocalyxona A
praticamente ndo apresentou diferenca quando comparada a oncocalyxona A nas
células CEM. Na linhagem SW-1573 ndo houve diferenca entre os compostos.
Mesmo assim, todos 0s compostos na concentracdo entre 3 e 5 pg/mL causaram
morte nas linhagens estudadas, o que foi evidenciado por diminuicdo da atividade

redutiva do MTT.
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Figura 11. Acéo citotoxica dos compostos derivados da oncocalyxona A nas
células CEM. Porcentagem de células vidveis em relacdo ao efeito das diferentes
concentragdes dos compostos que constam na legenda. Cada ponto representa a média +
desvio padrédo de triplicatas em trés diferentes experimentos.
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Tabela 10. Determinacao da 1C50 dos compostos derivados da oncocalyxona A
(1,4-antracenodionas) nas células CEM e SW-1573

IC50 (média (p.g/mL)) = DP)

Compostos
CEM SW-1573
(1) oncocalyxona A 1,4 +0,5 49+1,5
(2) clorooncocalyxona A 3,3+0,7* 4,7 £0,1
(3) acetiloncocalyxona A 20+0,2 33+04
(4) diacetiloncocalyxona A 35+ 1,3 52+0,2

As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos, sendo em seguida incubadas em estufa a
5% de CO2, a 37°C, por 72 h, na presenca de concentracOes crescentes dos compostos (0,39-

25 pg/mL). Cada concentracdo foi realizada em triplicata e em trés diferentes experimentos,
determinando-se a IC50 Obs. *p<0,05.
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1. Dano ao DNA apo6s Exposicdo dos Derivados da

Oncocalyxona A

O dano ao DNA foi avaliado nas células CEM pelo anélise de
fluoresceina medindo diferente ligacbes da bisbenzamida a fita simples e dupla do
DNA, ap6s 24 h de incubacdo com oncocalyxona A (1) e seus trés derivados:
clorooncocalyxona A (2), acetiloncocalyxona A (3) e diacetiloncoclayxone A (4),
nas concentragdes de 2 e 5 pg/mL, em estufa a 5% de CO2, a 37°C (figuras 12 e

13).

A oncocalyxona A e os seus trés derivados, na concentracdo de 5
pg/mL, causaram significante dano ao DNA nas células CEM (p<0,01), nota-se que
a acetiloncocalyxona A causou um maior dano ao DNA (figura 13). Enquanto, que
na concentracdo de 2 pg/mL, somente a oncocalyxona A causou significante dano

ao DNA (p<0,01) (figura 12)

Os compostos oncocalyxona A (1), clorooncocalyxona A (2) e
acetiloncocalyxona A (3), na concentracdo de 5 pg/mL, mostraram-se
significativamente iguais a nivel de significancia 5% (p<0,05) (figura 13). Na
concentragdo de 2 pg/mL, apenas a oncocalyxona A apresentou uma significante

reatividade ao DNA (p<0,001) (figura 12).
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0,90

Drogas (2,0jig/ml)

Figura 12. Determinacdo do dano ao DNA nas células CEM durante 24 h de
incubacéo. A figura representa a quantidade da dupla fita de DNA ligada a bisbenzamida
nas células incubadas com controle (sem droga), oncocalyxona A clorooncocalyxona A,
acetiloncocalyxona A e diacetiloncocalyxona A na concentracdo de 2 jig/mL, com o DNA,
medido através do percentual da dupla fita de DNA (n = 3). Obs. **p<0,01.
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0,90

Drogas (5,0 pg/ml)

Figura 13. Determinagdo do dano ao DNA nas células CEM durante 24 h de
incubacgéo. A figura representa a quantidade da dupla fita de DNA ligada a bisbenzamida
nas celulas incubadas com controle (sem droga), oncocalyxpna A, clorooncocalyxona A,
acetiloncocalyxona A e diacetiloncocalyxona A na concentragdo de 2 pg/mL, com o DNA,
medido através do percentual da dupla fita de DNA (n = 3). Obs. **p<0,01.

79



8. Analise da Topoisomerase Il

Os efeitos da oncocalyxona A (5 e 10 pg/mL), da doxorrubicina (1
ug/mL) e do etoposida (1 ug/mL) foram observados nos extratos nucleares das
células CEM e SW-1573 com 3x10 céls./mL e 7,5x10 céls./mL, respectivamente.
A incubagdo com as drogas foi a 4°C, durante de 30 a 45 min de reagdo com o
substrato. Nas células CEM, o resultado da interacdo droga-topoisomersaa Il ndo
foi conclusivo em virtude de ndo ter demostrado tanta intensidade quanto na
linhagem SW-1573. Entretanto, com as células SW-1573 o controle apresentou
forte fluorescéncia nas suas bandas, que ndo foram tdo intensas quando observadas
com oncocalyxona A, presupondo a possivel interacdo desse com as

topoisomerases (figura 14).
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CEM SW-1573
L K D C AWl As Dt Ei C AWl As D, Ex

Figura 14. Analise da topoisomerase Il em gel de eletroforese (1% de agarose).
Legendas: L = DNA linear; K = kDNA; D = DNA Decantanato; C = Controle; AJ0 =
oncocalyxona A (10 ag/mL); A5 = oncocalyxona A (5 pg/mL); Dj = Doxorrubicina (1

pg/mL); E, = Etoposida (1 pg/mL)
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9. Sobrevida dos Animais Inoculados com o Carcinoma de

Ehrlich

As figuras 15, 16, 17 e 18 mostram a sobrevida dos animais apés
inoculacdo das células Carcinoma de Ehrlich (IxIO6 céls./0,2 mL) por via
subcutanea, ap06s o tratamento alternado em diferentes dias com as referidas
substancias. Os animais pertencentes ao grupo controle apresentaram sobrevida
média de 43 dias, enquanto que os animais tratados com AOE (50 mg/KQ)
apresentaram sobrevida média de 30 dias e o grupo tratado com o 5-Fluorouracil
(20 mg/Kg) apresentou sobrevida média de 43 dias. Esses resultados mostram que

ndo houve aumento de sobrevida entre os grupos.

Nos grupos dos animais tratados com doses mais elevadas de
oncocalyxona A (70 mg/Kg) e 5-Fluorouracil (40 mg/Kg), a média de sobrevida foi
de 24 e 28 dias, respectivamente, e o0 controle foi de 21 dias. A diferencga entre os
grupos 5-Fluorouracil e o controle foi significativa (p<0,001). Entretanto, ndo
houve diferenca entre os grupos referentes a oncocalyxona A e ao 5-Fluorouracil e

os grupos oncocalyxona A e o controle (figuras 17 e 18).
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Funcédo de Sobrevivéncia

DROGA1
AOE-50
AOE-50-censurado
Controle

Controle-censurado
DIAS

Figura 15. Porcentagem de sobrevida dos animais com Carcinoma de Ehrlich

pertencentes aos grupos Controle e AOE (50 mg/Kg). Censurado = desaparecido
durante o experimento.
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DROGA3
5FIU-20
5Flu-20-censurado
Controle

Controle-censurado

DIAS

Figura 16. Porcentagem de sobrevida dos animais com Carcinoma de Ehrlich

pertencentes aos grupos Controle e 5-FU (20 mg/Kg). Censurado = desaparecido
durante o experimento.
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DROGA
AOE-70
AOE-70-censurado
Controle

Controle-censurado

Figura 17. Porcentagem de sobrevida dos animais com Carcinoma de Ehrlich

pertencentes aos grupos Controle e AOE (70 mg/Kg). Censurado = desaparecido
durante o experimento.
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Funcao de Sobrevivéncia

DROGA
5FIU-40
5Flu-40-censurado
Controle

Controle-censurado

Figura 18. Porcentagem de sobrevida dos animais com Carcinoma de Ehrlich

pertencentes aos grupos Controle e 5-FU (40 mg/Kg). Censurado = desaparecido
durante o experimento.

86



10. Sobrevida dos Animais Inoculados com o Sarcoma 180

As figuras 19 e 20 apresentam a sobrevida dos animais apés
inoculacéo das células Sarcoma 180 (Ix 106 cél/0,2mL) por via subcutanea, apés o
tratamento alternado em diferentes dias com as referidas substancias. Os animais
pertencentes ao grupo controle apresentaram sobrevida média de 17 dias, enquanto
0s animais tratados com AOE (50 mg/Kg) foram de 18 dias e os tratados com 5-
Fluorouracil (20 mg/Kg) foi de 21 dias, havendo diferenca significativa nesse

altimo grupo em relacdo ao controle (p<0,05).

No grupo dos animais tratados com doses mais elevadas de AOE (70
mg/Kg) e 5-Fluorouracil (40 mg/Kg), a media de sobrevida foram de 34 e 33 dias,
respectivamente. Enquanto que no controle foi de 35 dias, ndo havendo diferenca

significativa entre os animais tratados e o controle (figuras 21 e 22).
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Funcdo de Sobrevivéncia

DROGA
AOE-50

Controle
DIAS

Figura 19. Porcentagem de sobrevida dos animais com Sarcoma 180
pertencentes aos grupos Controle e AOE (50 mg/Kg). Censurado = desaparecido
durante o experimento.
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Funcéo de Sobrevivéncia

DROGA
5FIU-20

Controle
DIAS

Figura 20. Porcentagem de sobrevida dos animais com Sarcoma 180
pertencentes aos grupos Controle e 5-FU (20 mg/Kg). Censurado = desaparecido
durante o experimento.
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DROGA
AOE-70
AOE-70-censurado
Controle

Controle-censurado

Figura 21. Porcentagem de sobrevida dos animais com Sarcoma 180

pertencentes aos grupos Controle e AOE (70 mg/Kg). Censurado = desaparecido
durante o experimento.
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DROGA
5FIU-40
5Flu-40-censurado
Controle

Controle-censurado

Figura 22. Porcentagem de sobrevida dos animais com Sarcoma 180
pertencentes aos grupos Controle e 5-FU (40 mg/Kg). Censurado = desaparecido
durante o experimento.
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11. Variagdo do Peso dos Animais Durante a Observacio de

Sobrevida

Os animais com Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich néo
apresentaram variacdo no peso corporal durante o periodo de tratamento com AOE
(50 e 70 mg/Kg), 5-Fluorouracil (20 e 40 mg/Kg) e controle (5% de DMSO)

durante o periodo de tratamento (resultado ndo mostrado).

12. Comparagdo da Citotoxicidade dos Cromatogramas da
Oncocalyxona A com a Fracdo Cloroformica da Auxemma oncocalyx

(FCAO)

O cromatograma da fracdo clofroférmica da Auxemma oncocalyx
Taub mostrou a presenca de quatro diferentes picos, com diferentes tempos de
retencdo. Dentre esses picos, um dos compostos apresentou tempo de retencdo de
7,011 min préximo ao obtido com a oncocalyxona A de 6,971 min (figura 23).
Esses resultados levou-nos a realizar a curva de calibracdo, em que o percentual da

oncocalyxona A na FCAO foi de aproximadamente 28%.

A citotoxicidades das diferentes fragdes coletadas no HPLC em placas
de 96 pogos a cada 15 seg. foram determinadas pelo método do MTT. O potencial
citotéxico da oncocalyxona A foi igual a um dos compostos presentes na fracdo

FCAO (figura 24).
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FCAO

Figura 23. Cromatrograma comparativo da fracdo cloroformica da Auxemma
oncocalyx e a oncocalyxona A no comprimento de onda de 254 nm.

ZL oncocalyx
Oncocalyxona A

Figura 24. Analise da citotoxicidade das fragbes da Auxemma oncocalyx Taub
e oncocalyxona A coletadas no HPLC. As fracbes do extrato cloroférmico da A.
oncocalyx foram coletadas a cada 15 seg. e incubadas na presenca de células CEM, em 5% de

CO2, a 37°C, por 72 h.
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13. Determinacgéo da Toxicidade Aguda

Na determinagdo da toxidez aguda da fracdo cloroférmica da
Auxemma oncocalyx, utilizou-se doses entre 100 e 2000 mg/Kg, como expressa a
tabela 11. Nas doses de 100 e 200 mg/Kg, ndo foi observado nenhum alteracdo
comportamental e os animais permaneceram vivos durante as 48 h de observacéo.
Porém, nas doses de 1000 e 2000 mg/Kg, os animais apresentaram perda de
postura, arreflexia, sedagcdo e analgesia, vindo a morrer ap6s 50 min da aplicacdo

da droga. A determinagédo da DL50 foi aproximadamente 498 + 67,98 g/mL.
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Tabela 11. Determinacao da toxicidade aguda — DL50

Droga

Teste Animais Ani_mais % de (){;)ecx);inrr%’;?sa Valqr
(mg/Kg) Mortos Vivos Mortos Mortos Probito
2000 10 0 100
1000 10 0 100 97,5 6.967
500 6 4 60 60 5.253
250 0 10 0 2,5 3.032
100 0 10 0
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14. Inibicdo do Crescimento Tumoral

Os efeitos inibitérios ou estimulatorios do crescimento tumoral foram
observados e seguiu-se 0s critérios descritos por Favaro (1990) sendo considerados

significativos os efeitos inibitorios acima de 40% no crescimento tumoral.

Os animais com Carcinoma de Ehrlich foram tratados durante 10 dias
consecutivos com a fracdo cloroformica Auxemma oncocalyx A (70 mg/Kg), 5-
Fluorouracil (30 mg/Kg) e o Controle (5% de DMSO). Apds o tratamento, foi
verificada inibicdo do crescimento tumoral de 50% e 37% no grupo tratado com
oncocalyxona A (p<0,01) e 5-Fluorouracil, respectivamente, em relagéo ao controle
(figura 25). O mesmo ndo foi observado em relagdo aos animais com Sarcoma 180

apo6s o tratamento com os referidos compostos (figura 26).

Nos animais inoculados com a linhagem leucémica L1210, houve uma
inibigdo significativa de 42% (p<0,05) e de 58% (p<0,01) para os animais tratados
com a fracdo cloroférmica da Auxemma oncocalyx (100 mg/Kg), e para o 5-

Fluorouracil (30 mg/Kg), respectivamente (figura 27).
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Figura 25. Inibicdo do crescimento tumoral no Carcinoma de Ehrlich apés 10
dias de tratamento. Os animais foram tratados com FCAO (70 mg/Kg) e 5-FU (30
mg/Kg) durante 10 dias consecutivos (n = 6). Obs. *p<0,01.
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Figura 26. Inibicdo do crescimento tumoral no Sarcoma 180 apos 10 dias de
tratamento. Os animais foram tratados com FCAO (70 mg/Kg) e 5-FU (30 mg/Kg) durante

10 dias consecutivos (n = 6).
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Figura 27. Inibicdo do crescimento tumoral da Linhagem Leucémica L1210

apés 10 dias de tratamento. os animais foram tratados com FCAO (100 mg/Kg) e 5-FU
(30 mg/Kg) durante 10 dias consecutivos (n = 6). Obs. *p<0,01; **p<0,05.
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Tabela 12. Inibicdo do crescimento tumoral

Dose Peso Medio  nipicao do
Tumor Composto do Tumor +
(mg/Kag) Desvio (g) Tumor (%)
Ca. de Ehrlich FCAO 70 0,546+0,28 50,00*
5-FU 30 0,694+0,40 36,69
Controle 5% de DMSO  1,090%0,32 -
Sarcoma 180 FCAO 70 0,434*0,29 16,20
5-FU 30 0,350+0,34 32,40
Controle 5% de DMSO  0,518+0,29 -
L1210 FCAO 100 135+0,48 42,0*
5-FU 25 0,96+0,46 58,0**

Controle 5% DMSO 2,30+0,47

Porcentagem da inibicdo do crescimento tumoral em diferentes tumores apds 10 dias de

tratamento (n = 6). Obs. *p<0,01; ** p<0,005.
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V. DISCUSSAO



O screening racional de produtos naturais como fonte de drogas
antineoplasicas vem sendo norteado no sentido da obtencdo de novos farmacos
(Haunauske, 1996; Ishioka et al., 1998). A analise citotoxica in vitro tem provado
ser eficiente na prospecgdo de potentes agentes antitumorais, entretanto alguns
compostos somente tomam-se ativos apés formacédo de metabdlitos, sendo portanto
efetivos apds testes zw vivo, a exemplo da ciclofosfamida, que mostra atividade
apés ser transformada em metabdlitos alquilantes ativos pelas enzimas

microssomais do figado (Dolfini et al., 1973; Ching et al., 1991).

Apesar do programa de screening no NCI ter sido de baixa
produtividade e de pouco suporte, a excitante descoberta de uma das mais novas
drogas na recente historia foi o Taxol, resultado direto desse esfor¢co (Wani et
al.,Y¥IV). Desse modo, muitas drogas anticancer sdo produtos naturais obtidos de
plantas ou microorganismos, sendo ricas fontes usadas no tratamento de diversas
doencas. A terapéutica de produtos naturais na quimioterapia do cancer distingue-
se pelo fato de que muitas drogas correntemente sdo originarias de produtos

naturais (Clark et al., 1996; De Smet, 1997; Pettit et al., 1994).

Nesse estudo, foram avaliados onze fitocompostos obtidos de diversas
plantas do Nordeste do Brasil, os quais caracterizam-se pela diversidade estrutural.
Dos onze compostos, quatro apresentaram atividade antiproliferativa nas linhagens
de culturas de células humanas tumorais, de diversas origens histoldgicas. Os testes
nas linhagens humanas foram utilizados em virtude de que os estudos de Venditi
(1983) utilizando linhagem de leucemia murina mostravam que muitas drogas
antineoplasicoa apresentaram um pré-screening negativo. Entretanto, estas drogas
guando testadas em tumores humanos, mostravam atividade inibitoria na formacéo
de colbnias, sugerindo que a analise de screening usando células humanas era de
importéncia significativa preferencial as linhagens murinas (Shoemaker et al.,

1984).
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Dos compostos estudados, as oncocalyxonas A e C, obtidas da
Auxemma oncocalyx, e a clerodano A e tematina, originadas da Egletes viscosa
Less, foram as que se destacaram na inibicdo do crescimento celular,
particularmente na linhagem CEM (pr6-mielocitica). Por outro lado, a jatrofona
também inbiu o crescimento celular, mas de maneira inespecifica (Pessoa, et al
1999), de acordo com os achados obtidos com a Jatropha gossypiifolia por Taylor
(1983). Os estudos de Finlay (1984) e Alley et al (1996) demonstraram que a
citotoxicade é maior nas linhagens leucémicas e de mama do que nos tumores
s6lidos como a linhagem SW 1573 e o cancer de colon, o que nao foi evidenciado

com a oncocalyxona A.

Dentre as plantas a Auxemma oncocalyx se destacou pelo potencial
antitumoral (Pessoa et al., 2000), que a identificou como uma das plantas com
possivel potencialidade anticAncer. Nesse estudo, foi observado pela primeira vez a
potencialidade citotdxica do extrato hidro-alcodlico da referida planta nas células
Kb, cuja IC50 foi de 40 pg/mL e a inbicdo do crescimento tumoral de 46% e 43%
no carcinoma de Ehrlich e sarcoma 180, nas doses de 300 e 100 mg/Kg,
respectivamente. Acrescenta-se o fato de que, os testes farmacoldgicos preliminares
Pessoa, C 1992; Moraes et al, 1997), reveleram caracteristicas peculiares de dois
fitocompostos obtidos da planta, oncocalyxona A e oncocalyxona C (Pessoa, 1993;

Pessoa, 1992).

A utilizacdo do método do MTT possibilita a visualizacdo da acgao
citostatica ou citotoxica de substancias (Twentyman et al., 1989). A agdo citostatica
ou antiproliferativa caracteriza-se como a inibicdo do crescimento celular a qual
suprime 0 aumento sem causar morte das células, enquanto que a atividade
citotoxica pode ser definida como aquela que diminui o nimero de células, com
morte celular (Sufiness & Douros, 1982; Berridge et al, 1996). Neste estudo
demonstramos que a oncocalyxona A e C e o clerodano A causaram morte celular,

bem como inibicdo do crescimento nas células ativas metabolicamente, nas
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concentracfes iguais ou maiores que 2 gg/mL para as oncocalyxonas A e C, e
maiores do que 5 gg/mL para o clerodano A. A tematina somente inibiu o
crescimento, como evidenciado pela curva dose-resposta, com uma dose de 25

gg/mL, dose essa que ndo causou citotoxicidade.

O wvalor da IC50 para a linhagenm leucémica encontrado para
oncocalyxona A e oncocalyxona C foi de 2 gg/mL (6,62 gM), que esta préximo a
de outros agentes anticancer que apresentam atividades em concentragfes abaixo
de 4 gg/mL ou 4 mM (Geran et al., 1972). Entretanto estes compostos
apresentaram moderada atividade, com IC50 entre 7-13 gg/mL nas células tumorais
(SW-1573) e nas células normais (CCD-922), respectivamente. A Jatrofona
destacou-se pela sua inespecificidade, uma vez que sua IC50 foi menor do que 1,0
gg/mL, tanto nas linhages tumorais quanto nas células normais. Outras substancias
como clerodano B, xantona A, xantiletina, vinhaticol e fasciculatina apresentaram
baixa citotoxicidade nas linhagens de células fibroblaticas, leucémicas e
pulmonares, com valores de 1C50 proximos 20 - 25 gg/mL. O composto SESSELIN
mostrou moderada atividade em todas as trés linhagens celulares estudadas com
IC50 menor que 17 gg/mL. Dessa maneira, pode-se observar que das drogas
estudadas trés apresentaram potencialidade citotoxica a serem explorada no estudo

da atividade antitumoral (Pessoa et al, 2000a).

Os resultados mostram que varias linhagens tém diferentes
sensitividades ao composto oncocalyxona A, sendo a CEM e a HL60
consideravelmente mais sensiveis do que as linhagens SW-1573, SW-1573-S1,
SW-1573-2R160, MCF-7, U373MG, SW-837, HCT8 e CCD-922. Existem
inUmeros fatores que juntos causam efetiva seletividade a alguns tecidos
proliferativos (Cole, 1986). O conceito de seletividade implica que existe diferenca
na resposta citotoxica pelas células, por causa da sua propriedade intrinseca. A

seletividade pode ser devida a habilidade da célula em reparar o dano ao DNA,
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apos prévia exposicdo a agentes citotoxicos, ou pelas mudangas na duracédo do ciclo
celular (Boobis et al., 1990), podendo haver interferéncia das histonas que
envolvem seletivamente o DNA durante diferentes fases do ciclo celular. Assim, é
de se esperar que as drogas que se ligam ao DNA irdo ter diferentes modelos de
seletividade, oferecendo indefinida especificidade a uma variedade de neoplasias

humanas (Valeriote, 1973).

As células resistentes necessitaram concentracdes de oncocalyxona A
10 vezes a sua IC50 obtida nas células CEM, para inibir o crescimento celular. Uma
comparagdo com a doxorrubicina, mostrou um perfil citotéxico semelhante, ou
seja, nas sublinhagens das células SW-1573 que sdo resistentes a doxorrubicina e
super expressam o gene mdr (SW-1573-2R-160) ou o gene mrp (SW-1573-S1
(Kaye, 1998), observamos que essas linhagens foram aproximadamente 500x mais
resistentes a doxorrubicina e 100x mais resistentes a mitoxantrona, enquanto que
para as oncocalyxonas A e C foram apenas 2x menos sensiveis. Considerando que
a doxorrubicina, mitoxantrona e as oncocalyxonas pertencem ao mesmo grupo
guimico das quinonas pode-se a conjeturar que 0 mecanismo citotoxico dessas
novas moléculas é possivelmente equivalente ao das antraquinonas (Leyva et al

2000).

Baseado na inibicdo do crescimento celular e no dano ao DNA, os
derivados da oncocalyxona A mostraram relativa diminuicdo na reatividade da ao
de DNA, podendo ser devido a uma interacdo com essa molécula. A oncocalyxona
A é formada por um anel aromatico, policiclico e planar, cuja caracteristica é
essencial a todos os agentes intercalantes (Lown, 1983). Por outro lado, ao
contrario de agentes antitumorais como as antraquinonas, doxorrubicina e
mitoxantrona, a oncocalyxona A ndo apresenta, na sua estrutura lateral, radicais de
amino-agucares e/ou amino-alquilaminas, ou radicais hidroxila (Brown, 1983), que
parecem ser responsaveis pela forte ligacdo com o DNA, através da ligacdo

eletrostatica com os grupos fosfatos (Imoto,1998). Entretanto, possui radicais metil,
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acetil e cloreto, que podem interagir com a molécula de DNA, embora de forma

menos intensa.

Fica claro, que a oncocalyxona A retém poder de citotoxicidade nas
células multiresitentes de menor proporcionalidade do que a doxorrubicina e a
mitoxantrona. Deste modo, a oncocalyxona A poderd ser considerada como um
pobre substrato para as glicoproteinas P e para as proteinas relacionadas a
multiresiténcia, podendo ser enquadrada em um novo grupo de agentes
guimioterapicos, os quais, poderdo vir a ser utilizados em tumores resistentes, que
expressem o0s genes mrp (Plumb, 1999). Baseado nesses fatos, as oncocalyxonas A
e C vém atraindo atencdo por pertencerem a uma nova classe de benzoquinona, as
antracenodionas, com elevada citotoxicidade nas células tumorais leucémicas

(Pessoa, C et al 2000).

As oncocalyxonas A e C sdo duas 1,4-antracenodionas, que em fungao
da nomenclatura quimica foram denominadas rel8oc-hidroxi-5-hidroxi-metil-2-
metoxi-8aB-metil-7,8,8a,9-tetra-hidro-l,4-antracenodiona e re/-100c,| 113-epoxi-
1 Icc-etoxi-8ochidroxi-2-metoxi-8aBmetil,-5,6,7,8,8,a9,10,10aB-octohidro-1,4-

antracenodiona, respectivamente (Pessoa et al., 1993; 1995).

As quinonas pertencem a uma classe de compostos organicos que
podem ser considerados como produtos da oxidagdo de fendis, do mesmo modo a
reducdo de quinonas podera originar os correspondentes fenois. Sua caracteristica
decorre da presenca de dois grupos carbonilicos que formam um sistema conjugado
com pelo menos duas ligagbes duplas C-C. Decorente do tipo de ciclo no qual o
sistema de ligacOes duplas e cetonas conjugadas esteja inserido, tem-se 0s grupos
principais de quinonas, nos quais se enquadra a maioria dos compostos: benzo,
nafto e antraquinonas (Falkenberg, 1999; Allinger et al., 1978). Na natureza
também encontramos quinonas terpénicas e policiclicas de estruturas mais
complexas, a exemplo das oncocalyxonas A e C, cuja formagao é decorrente da via
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de ciclizacdo intramolecular da cadeia terpénica com nucleo fendlico, &cido p-
hidroxibenzdéico, seguido por varias modificagbes secundarias formando um
sistema linear do tipo antraceno, cuja formacdo estrutural é semelhantes aos

cordiacromos previamente registrados, somente no género Cordia (Pessoa, 1994).

Véarias quinonas de diferentes tipos estruturais tém mostrado
atividades em diferentes sistemas de tumores. Como exemplo podemos citar o
lapachol uma molécula simples, isolada da Tabebuia avellanedae, cuja alteracéo
estrutural tem sido realizada com o intuito de verificar uma relagdo estrutura
atividade com melhor poténcia (Saizarbitoria, 1997; Consola et al 1975). Novas
quinonas estdo sendo isoladas a partir de produtos naturais, e suas atividades
citotoxicas in vitro vém sendo continuamente avaliadas, pelo fato de interagirem
com a molécula de DNA. Podemos dar como exemplos glicosideos acetilados ou
galactosideos da lawsone (2-hidroxi-l,4-naftoquinona), juglone (5-hidroxi-1,4-
naftoquinona) e o lapachol (2-hidro?d-3,3-metil-2-butenil-l,4-naftoquinona), o0s
quais foram obtidos da Juglans regia L e Tabebuia avellanedae, tendo mostrado
atividade sobre o tumor ascitico de Ehrlich (De Oliveira et al., 1978; Sieber et al.,
1976; Qui et al., 1998; Frydman et al., 1997). A agataquinona, um diterpenoido
guindnico obtido da Agastache rugosa, mostrou citotoxicidade nas células XF498
(SNC) (Lee et al., 1995). Compostos cordiaquinonas A e B, isoladas da Cordia
corymbosa, exibiram atividade citotoxica nas células KB (Silva et al., 1993).
Recentemente, duas novas quinonas (menadione e 2,3-dimetoxi-l,4-naftoquinona)
foram testadas em 11 linhagens celulares, tendo a menadiona apresentado maior
citotoxicidade nas células leucémicas do que nos tumores sélidos, decorrente da
atividade da quinona redutase, levando assin a producdo subseqliente de

compostos reativos (Djuric et al., 1995; Chen et al., 1992).

Uma nova anoquinona com atividade citotdxica foi isolada aaAnnona
montana, da familia das Annonaceae, o fenantreno-1,4-quinona (Chen et al., 1999).

Acrescente-se a esta algumas naftoquinonas isoladas da Psychotria rubra
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(Rubiaceae), da Rhinac anthusnasutus (Acantaceae) e do Diospyros morrisiana
(Ebenaceae), as quais tem exibido intensa citotoxicidade. Recentemente, novas
quinonas de ocorréncia natural tém sido obtidas, a exemplo da Mansonone-D
(MD), Mansonone-H (MH), Thespone (TP) e Thespesone (TPE), extraidas da
Thespesia populnea, estas tém apresentado citotoxicidade no adenocarcinoma de
mama, nas células MCF-7. A citotoxicidade segue a ordem MD > TP > MH
aproximada ao TPE decorrente da producdo de radicais peroxidos que reduzem o
ciclo (Inbaraj, et al., 1999). Um outro composto € a primina, uma benzoquinona
encontrada em dois géneros de plantas: a Miconia e a Eugenia (Myrtaceae), que
tém mostrado atividade antileucémica in vitro comparavel a daunorrubicina, cujo

potencial terapéutico é limitado pela sua atividade alergizante (Efierth et al., 1996).

No Brasil e em outros paises, extratos de plantas a base de quinonas,
(benzoquinonas, naftoquinonas e antraquinonas) vem sendo amplamente
empregado na industria farmacéutica, devido suas propriedades farmacoldgicas ou
como fonte de corantes naturais (Falkenber, 1999). Devido sua propriedade
antitumoral varios mecanismos tém sido propostos, incluindo cisdo e degradacgéo da
molécula de DNA nas células, formacédo de ciclo redox para formar congéneres
semiquinonas, intermediérios de oxigénio ativos e interagBes de semiquinonas na
superficie da célula tumoral. Entretanto, nenhuma evidéncia tem apresentado
explicagdo adequada no ataque preferéncial dos radicais semiquinonas sobre os

tumores em contraposicdo as células normais (De Oliveira etal., 1978).

Vérios agentes quimioterdpicos interagem com o DNA por multiplos
mecanismos e causam diversas lesdes citotoxicas. Estes diversos agentes incluem
doxorrubicina, m-amsacarina, mitoxantrona, bleomicina, actinomicina-D e cis-
platinum. Compostos DNA-reativos podem ligar-se a fita do DNA (mitramicina),
intercalar-se (doxorrubicina e elipticina), ligacdo covalente (adriamicina e
mitomicina-C) ou formar complexos. Entretanto, muitos compostos mostram

complexas interacdes, como alquilacdo nas bases (pluramicina) e/ou quebra das
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fitas (CC-1065) (Belgleiter & Leith, 1990). Além do efeito direto ao DNA, temos
0s que iInibem atividade da topoisomerase Il (Sorensen et al., 1992), outros
estabilizam ligagBes covalentes DNA-proteina (doxorrubicina e m-amsacarina) ou

blogueiam atividade catalitica (merberone e fostriecin) (Hanauske, et al., 1996).

Observacdes iniciais com a oncocalyxona (5 pg/ML) A possibilitaram
verificar a possivel ligacdo com DNA-topoisomerase nas células SW-1573
semelhante ao que ocorre com a doxorrubicina (1pg/mL). As antraguinonas
estabilizam ou inibem o complexo DNA-topoisomerase Il, todavia, a agdo da
oncocalyxona A podera ser independente da habilidade de induzir quebra ao DNA
mediada pela topoisomerase Il, comparavel ao que acontece com as naftoquinonas
(Hueber et aZ.,1998). A verificagdo fiel da interferéncia da oncocalyxona com a
topoisomerase ndo foi conclusiva nas células CEM e SW-1573, o que
Impossibilitou um achado concreto, necessitando para tal fim a utilizacdo de
enzima pura ou anticorpos monoclonais anti-topoisomerase Il. Pode-se supor que o
grupamento quinona da oncoclayxona A, possivelmente apresenta um mecanismo

de reatividade quimica com a molécula de DNA.

Recentes estudos tém sugerido mecanismos de interferéncia com as
topoisomerases de forma diversa, a exemplo do 3,4-dihidro-2,2-dimetil, 2-piran-
5,6-diona (beta lapachona) que inibe a acdo da DNA topoisomerase (Hueber et
iz/.,1998). A beta lapachona induz quebra no DNA mediada pela topoisomerase |,
enquanto as naftoquinonas relacionadas como a menadiona, induzem uma ligacéo a
proteina na presenca da DNA-topoisomerase Il alfa purificada. Estudos
preliminares com a beta lapachona e naftoquinonas mostram que ambas sdo
citotéxicas em um painel de linhagens de células tumorais resistentes, incluindo
linhagens de células que tém expressdo aumentada de MDR-1 (Frydman et al.,

1997).
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Na busca de novos compostos mais potentes e ativos em células
tumorais que apresentam multipla resisténcia a drogas, foram avaliados o0s
derivados da oncocalyxona A (1), obtidos por reagfes de clorinacdo e acetilacéo, o
6-clorooncocalyxona A (2), o 8-0-acetiloncocalyxona A (3) e o 8,lI-di-O-
acetiloncocalyxona A (4) respectivamente. Nesses derivados, manteve-se a
estrutura primitiva por acreditar-se que a atividade biolégica da oncocalyxona A
poderia ser mais potente do que os derivados. Os resultados mostram que 0s
derivados 2 e 3, mas ndo o 4, foram significantemente menos ativos que 0s
compostos primarios com valores de IC50 2x acima. Ndo havendo nenhuma
diferenca na curva dose-resposta de todos os trés derivados quando comparados
com a oncocalyxona A. Todos 0s quatro compostos causaram morte celular, bem
como inibicdo no crescimento celular em concentracdo acima de 5 pg/mL, nas

células CEM e SW-1573, evidenciado pela alteracdo morfoldgica e morte celular.

Os trés derivados, da oncocalyxona A, causaram significante dano ao
DNA (p<0,01), nas células CEM, na concentracdo de 5 pg/mL, equiparada a
reatividade obtida com o etoposida. Os derivados testados para citotoxicidade nas
células SW-1573, ndo mostraram nenhuma diferenca entre eles quando comparados
com a oncocalyxona A, 0 que nos sugere, que a alteracdo estrutural néo levou a
nenhuma diferenca citotoxica nessas células, confirmando que o grupo
antracenodiona parece modular a atividade desses compostos de forma equivalente
a mitomicina C e 2,5-diaziridinyl-3,5-bis (carboethoxyamino)-1,4 benzoquinona
(Begleiter & leith, 1990). Esse fato precisar4 ser melhor examinado com outros
derivados e em varias diferentes linhagens tumorais, considerando que isso pode ter
um impacto na seletividade do efeito citotoxico de um tipo de célula comparado a

outro.

A atividade da oncocalyxona A provavelmente decorre do grupo
hidroxil no carbono 8 ou 11 da oncocalyxona A que podera estar envolvido na
interacdo ao DNA através de uma ligacdo hidrogénica, desde que sua acetilacdo
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podera reduzir a atividade biolégica. A cloragdo no Cé leva a uma mudanca de
carga negativa, podendo afetar a ligacdo hidrogénica com o grupo hidroxil Cn,
competindo assim com a interacdo eletrostatica das moléculas de ribose do DNA,

podendo também diminuir a reatividade ao DNA.

A citotoxicidade nas células leucémicas com oncocalyxona A e C e
clerodano A, suportam evidéncias da interacdo desses fitocompostos como DNA
(Pessoa, et al., 2000a; 2000b). Nesse sentido consideravel esforco foi enfocado
para o0 melhor entendimento da interacdo fitoquimico-DNA, com a intencdo de

identificar novos compostos que liguem-se ao DNA.

Verificou-se que a oncocalyxona A, na concentracOes de 5 pg/mL,
induziu a apoptose e inibicdo da sintese de DNA, resultando em aproximadamente
100% de morte celular. Por essas observacOes parece que a interacdo da
oncocalyxona A com o DNA é indispensavel na indugcdo a apoptose. Assim, é
possivel que as células na fase S incorporem ativamente a oncocalyxona A, a qual
podera intercala-se na molécula do DNA ou interagir com a topoisomerase |,

inibindo a proliferagdo celular e cuminando com a inducéo da apoptose.

Enquanto o clerodano A, na concentracdo de 25 pg/mL, inibiu a
sintese de DNA ao redor de a 80%, a tematina, inibiu moderamente , parecendo
nao ter interagido com o DNA uma vez que nao inibiu significamente a sua sintese.
Portanto, trata-se de uma acdo citostatica, ao contrario das oncocalyxonas e do

clerodano A.

A apoptose é de grande importancia como um fenémeno dentro da
dindmica da manutencdo das células viaveis de regulagdo, sujeitos a impactos de
estimulagdo e inibicdo, onde a interacdo droga-nucleo funciona como um sinal de
lesio ao DNA, podendo engatilhar a apoptose. Entretanto, ainda sdo necessarias

mais evidéncias para que seja comprovado que a apoptose € um dos mecanismos da
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morte celular induzida por droga (Smets, 1994), embora ja tenha sido demonstrado
que a apoptose pode ser induzida por muitos agentes citotoxicos e radiacdo

ionizante (Hiraku & Kawanishi, 1996).

No tocante a inibicdo do crescimento tumoral no Carcinoma de
Erhlich, houve uma reducédo de 50% durante o tratamento continuo com a fracdo
cloroférmica de A. oncocalyx na dose de 70 mg/Kg (p<0,01), de forma distinta ao
obtido com 5-fluouracil na dose de 30 mg/Kg, que foi de apenas 37%. Esses
resultados confirmam os achados iniciais obtidos por Pessoa, C (1992), no estudo
com o extrato hidroalcodlico da A. oncocalyx, que evidenciou uma redugdo no
crescimento tumoral de aproximadamente 46% na dose de 300 mg/Kg, o que nos
faz conjeturar que a FCAO retém maior concentragdo do composto potencialmente
antitumoral do que o extrato hidroalcodlico, uma vez que foi necessario uma dose

quatro vezes menor para o obtencdo de resultado semelhante.

Por outro lado, nos animais inoculados com Sarcoma 180, e tratados
com a fracdo cloroférmica de A. oncocalyx na dose de 70 mg/Kg, a reducdo foi de
apenas 16% do crescimento tumoral, resultado inferior ao obtido anteriormente
com o extrato hidroalcodlico da A oncocalyx na dose de 100mg/Kg que foi de 43%
(Pessoa, C, 1992). Esse fato se deve, provavelmente, a uma maior resisténcia do
tipo tumor ao composto. Todavia, na leucemia L1210, os animais tratados com
dose de 100mg/Kg, mostraram uma significativa redugdo no crescimento tumoral
correspondente a 42% (p<0,01), enquanto para o 5-fluouracil foi de 52% (p<0,01).
Pode-se considerar que diferente sensibilidade a inibicdo do crescimento dos
tumores reflete a heterogeneidade das células tumorais (Heppner & Miller, 1998) e
ao pequeno numero de animais avaliados por grupo. Essse fato sugere que novas
avaliacOes deverdo ser realizadas com outras neoplasias da mesma natureza
leucémica, bem como um estudo da degradagdo metabdlica da fragdo in vivo. Os
dados in vivo reforcam o potencial citotoxico da oncocalyxona A, sugerindo que o

composto tem potencial atividade antineopléasica.
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Nos estudos in vivo com tumores solidos, a propriedade antitumoral
foi avaliada tendo como parametro o tempo de sobrevida dos animais inoculados
com Carcinoma de Erlich e Sarcoma 180, e tratados com fracdo cloroférmica da A.
oncocalyx, nas doses de 50 e 70 mg/Kg. Os resultados mostraram que ndo houve
aumento significante no tempo de sobrevida em ambos os tumores quando
comparados com o controle. 1sso pode ter ocorrido, possivelmente, devido ao fato
de que os animais foram tratados com doses alternadas, possibilitando uma maior
expressao da malignidade tumoral (Schabel et al., 1977), levando alguns animais a
morte ainda no inicio do desenvolvimento do tumor. Entretanto, nos grupos
tratados com o 5-fluouracil, nas doses de 40 e 20 mg/Kg, houve aumento
significativo da sobrevida dos animais inoculados com o carcinoma de Erhlich e

sarcoma 180.

A tudo isso devera ser acrescentado o fato de que o nivel plasmatico
citotoxico adequado da oncocalyxona A pode néo ter sido atingido com o uso da
fracdo cloroférmica da A. oncocalyx em doses alternadas, uma vez que 0 seu
rendimento foi apenas de 28% quando analizada em HPLC. E importante salientar
gue a baixa lipossolubilidade apresentada pela substancia podera levar a um menor
indice de absorc¢édo, e consequentemente, & uma menor biodisponibilidade, os quais
juntos poderdo ser fatores limitantes para a acdo da droga, semelhante ao que
aconteceu com o lapachol, sendo necessarias altas doses para atingir concentragdes
terapéuticas no plasma o que implicou em efeitos toxicos relevante (Falkenberg,

1999; Levin etal., 1989).

A variabilidade na resposta antitumoral ndo descredita a
potencialidade antitumoral da FCAO, ja que achados publicados pelo NCI mostram
a existéncia de compostos ativos nas células KB, in vitro, mas que néo
apresentaram atividade na leucemia P388 in vivo. Estes pertencem a varias classes
de sesquiterpenos (metacrilato de erioflorina e vemolide), diterpenos (podolide),

algumas cucurbitacinas, lignanas e flavanoides. Além desses, alguns compostos
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como o lapachol, foram mais ativos contra o carcinoma Walker 256 e ndo efetivos
na leucémia P388 e células KB (Arcamone & Cassinelli, 1980; Kashiwada et al

1997).

Mesmo causando dano de menor extensdo na molécula do DNA do
gue outros grupos de similar estrutura (Fry, 1991), a oncocalyxona A
provavelmente também interfere com o crescimento e morte celular por interacdo
com a molécula do DNA, o que resulta na quebra da cadeia nucleotidica, inibi¢do
da sintese de novas moléculas e/ou apoptose, possivelmente via topoisomerase I, a
exemplo do que ocorre com 0s grupos antraquinonas (Epstein, 1990; Gewirtz et al.,
1998). Além disso, foi mostrado anteriormente que quinonas como a beta-
lapachona, menadiona e ortoquinona apresentam elevada reatividade quimica com

amolécula do DNA (Chen etal, 1992; Gam et al., 1994).

Drogas semelhantes a doxorrubicina e a mitoxantrona formam
compostos reativos com o DNA devido a formagdo de espécies reativas de
oxigénio, com propriedades carreadoras de elétrons nos processos metabdlicos das
células, tendo a capacidade de interagir com sistemas redox ou de transferéncia de
elétrons em ambientes fisico ou bioldgico, os quais poderdo promover dano ao
DNA, ou inibir diferentes passos da reacdo da topoisomerase Il (Munday et al.,
1994). A oncocalyxona A representa uma nova classe de benzoquinonas, as
antracenodionas, cuja atividade anti-leucémica in vivo e in vitro podera também ser
decorrente da formacdo de espécies reativas de oxigénio, em especial nas células
neoplasicas que apresentam resisténcia a multipla drogas anticancer (Lown, 1993),
como acontece na presenca do dimetoxibenzosemiquinona (Morgan, 1998) e com

2-ciclopropilindoquinonas (Naylor et al., 1997).

Os promissores resultados da oncocalyxona A poderdo credencia-la,
em breve, a somar-se a outros hovos compostos, que correntemente ja vém sendo

investigados na quimioterapia do cancer, como a gemcitabine (Huang & Plunkett,
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1995), o elemene isolado da Rhizoma zedoariae (Yangh & Wangx, 1996), o
homoharrmgtonine obtido Cephalotaxus harringtonia e o elliptinium isolado
Bleekeria vitensis todas originadas de plantas chinesas (Christian et al, 1997; Cragg

& Newman, 1999).
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V1. CONCLUSAO



A oncocalyxona A, representante de uma nova classe de
benzoqumonas, as 1,4-antracenodionas, demonstrou efetiva citotoxicidade nas
linhagens tumorais de pequenas células pulmonares e leucémicas humanas CEM e

HLGO.

Os derivados da oncocalyxona A, com modificagdo estrutural no anel
C, apresentaram menor poténcia do que o composto original, devido a uma reducéo

na reatividade com o DNA.

Células multiresistentes a drogas antineoplasicas apresentaram uma
maior sensibilidade a oncocalyxona A quando comparadas as antraquinonas,
possivelmente por funcionarem como fraco substrato para as bombas de fluxo

intramembrana, glicoproteina P e proteina MRP

A citotoxicidade nas células leucémicas induzida pela oncocalyxona
A deve-se, provavelmente, a sua reatividade com a molécula de DNA, comprovada

pelo dano ao DNA e possivel inducdo a apoptose.
A oncocalyxona A reduziu o crescimento dos tumores da Linhagem

Leucémica L1210 e do Carcinoma de Ehrlich, o que lIhe confere um promissor

potencial antitumoral.
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