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POTENCIAL ANTICANCER DA PIPLARTINA E DA PIPERINA, AMIDAS
ISOLADAS DE PLANTAS DO GENERO PIPER. Dissertacdo de Mestrado.
Autor: Daniel Pereira Bezerra. Orientadora: Dr?. Leticia Veras Costa Lotufo.
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal do Ceara.

Aprovada em 4 de Novembro de 2005.

Piplartina e piperina sao alcaléides/amidas presentes em plantas do
género Piper. A atividade desses compostos foi inicialmente avaliada através do
ensaio de toxicidade aguda em Artemia sp., desenvolvimento de ovos de ourigo
do mar, ensaio do MTT usando células tumorais e ensaio hemolitico. A piperina
apresentou toxicidade maior em Artemia sp. que a piplartina. Ambas inibiram o
desenvolvimento de ourico do mar, mas neste ensaio a piplartina foi mais
potente que a piperina. No ensaio do MTT, a piplartina também foi a mais ativa
com valores de Clsy variando de 0,7 a 1,7 yg/mL. Nenhuma das substancias
testadas induziu hemodlise. O mecanismo de agdo da piplartina foi, entao,
estudado. A viabilidade de células HL-60, K562, JUKART e MOLT-4 foi afetada
por piplartina apenas apdés de um periodo de exposi¢cdo de 24h, quando
analisada por exclusdo por azul de tripan. A piplatina reduziu o numero de
células viaveis associado com um aumento no numero de células ndo-viaveis, o
que colabora com os achados da analise morfolégica, onde observou-se um
aumento do numero de células mortas. A atividade citotoxica da piplartina esta
relacionada com a inibigao da sintese de DNA, como revelado pela incorporacao
do BrdU. A administragao de piplartina ou piperina (50 ou 100 mg/kg/dia) inibe o
desenvolvimento de tumor sdlido em camundongos transplantados com
Sarcoma 180. A inibicao foi de 28,7 e 52,3% para piplartina e 55,1 e 56,8% para
piperina na menor e maior dose, respectivamente. A atividade antitumoral da
piplartina, mas ndo da piperina, esta relacionada com a inibigdo da proliferagédo
do tumor, como observada pela redu¢cao da marcagao com Ki67 em tumores de
animais tratados. A analise histopatolégica do figado e rins demostrou que
ambos os orgaos foram reversivelmente afetados pelo tratamento com piplartina
e piperina, mas de maneira diferente. A piperina foi mais toxica para o figado,

enquanto que a piplartina afetou mais os rins. Assim, ambas as amidas podem

XVii



atuar como agentes antitumorais, embora, elas parecam atuar por vias
diferentes. Sendo que a atividade da piplartina parece estar relacionada
diretamente a sua agao citotoxica, enquanto que a atividade da piperina séria

mediada pelo hospedeiro.

Palavras chave: Ensaios de selecdo de medicamentos antitumorais, alcaldides,
amidas.
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ANTICANCER POTENTIAL OF PIPLARTINE AND PIPERINE, AMIDES
ISOLATED FROM PIPER SPECIES. Master's Dissertation. Author: Daniel
Pereira Bezerra. Advisor: Dr? Leticia Veras Costa Lotufo. Department of
Physiology and Pharmacology, Federal University of Ceara. Approved on
November 4th, 2005.

Piplartine and piperine are alkaloids/amides isolated from Piper species.
The activity of these compounds was initially evaluated on the brine shrimp
lethality assay, sea urchin development, MTT assay using tumor cell lines, and
hemolytic assay. Piperine showed a higher toxicity in brine shrimp than piplartine.
Both piplartine and piperine inhibited the sea urchin development, but in this
assay piplartine was more potent than piperine. In MTT assay, piplartine was
also the most active with 1Csq values ranging from 0.7 to 1.7 pg/mL. None of the
tested substances induced hemolysis. Since the piplartine showed the best
results, its mode of action was studied. Viability of HL-60, K562, JUKART, and
MOLT-4 cell lines were affected by piplartine only after an exposure time of 24h,
as analyzed by the Trypan blue exclusion. Piplatine reduced the number of viable
cells associated with an increasing of the number of non-viable cells, which
corroborate data from morphologic analysis. The cytotoxic activity of piplartine
was related to the inhibition of DNA synthesis, as revealed by the reduction of
BrdU incorporation. Administration of piplartine or piperine (50 or 100 mg/kg/day)
inhibited the solid tumor development in mice transplanted with Sarcoma 180.
The inhibition rates were of 28.7 and 52.3% for piplartine and 55.1 and 56.8% for
piperine at lowest and highest dose, respectively. Piplartine-antitumor activity
was related to the tumor proliferation rate inhibition, as observed by reduction of
Ki67 staining in tumor of the treated-animals. The histopathological analysis of
liver and kidney showed that both organs were reversible affected by piplartine
and piperine treatment, but in a different way. Piperine was more toxic to the liver
while piplartine affected more the kidney. Thus, both amides may act as
antitumor agents, although, they seem to act through different pathways.
Piplartine activity seems to be related to direct cytotoxicity on tumor cells, while

piperine presented a host mediated activity.
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INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

1.1. Cancer

O termo céancer é a tradugdo latina da palavra carcinoma (de kavkinos —
crustaceos, caranguejo). Foi wusado pela primeira vez por Galeno,
aproximadamente 132-201 a.C., para indicar um tumor maligno de mama em que
as veias superficiais desses 6rgaos apareciam intumescidas e ramificadas,
assemelhando-se a pata de caranguejo (FLECK, 1992). Cancer é um conjunto de

doencas causadas pela proliferacdo anormal das células, formando tumores.

O mecanismo da carcinogénese inicia-se quando o agente carcindégeno
incide sobre uma célula normal induzindo alteragdes sobre a molécula de DNA.
Esse fenbmeno é denominado de mutagdo genética. As células, cujo material
genético foi alterado, passam a receber instrugdes erradas paras as suas
atividades. As alteragbes podem ocorrer em genes especiais, denominados
oncogenes que quando ativados transcrevem proteinas com fungao regulatéria
positiva de eventos celulares ligados a estimulagao do ciclo celular de duplicagao
e proliferacdo, e sdo responsaveis pela malignizagdo das células normais
(CORTNER & WOUDE, 1997). Os produtos de genes supressores de tumor sao
proteinas com fungéo regulatoria negativa de crescimento e sua perda de fungéo
também promovem a carcinogénese (PERKINS & STERN, 1997).

Essas células cancerosas sao, geralmente, menos especializadas nas suas
funcbes do que as suas correspondentes normais. Conforme as células
cancerosas vao substituindo as normais, os tecidos invadidos vao perdendo suas
fungdes. A invasdo dos pulmdes gera alteragbes respiratorias, a invasdo do
cérebro pode gerar dores de cabecga, convulsdes, alteragdes da consciéncia etc
(KUMMAR et al., 2004).

7

O homem moderno é confrontado com um aumento na incidéncia e

mortalidade por cancer. Existem mais de cem tipos de canceres, como exemplo



pode-se citar o de pele, pulmé&o, mama, figado, estbmago, rim, ovario, cérebro,
préstata, pancreas e o0ssos, sendo responsaveis anualmente pela morte de
milhdées de pessoas em todo mundo. Nos Estados Unidos, por exemplo, de cada
quatro mortes uma esta relacionada a essa doenca. Somente em 2005, as
estimativas apontam que cerca de 570.280 americanos, mais de 1.500 pessoas
por dia, irdo morrer dessa doenga (www.cancer.gov / capturado em 18 de Agosto
de 2005).

No Brasil, as estimativas apontam que ocorrerao 467.440 casos novos de
cancer ate o final do ano de 2005. Os tipos mais incidentes, a excegédo de pele
nao-melanoma, serao os de préstata e pulmao no sexo masculino e mama e colo
do utero para o sexo feminino, acompanhando a mesma magnitude observada no
mundo. S&o esperados 229.610 casos novos para o sexo masculino e 237.830
para sexo feminino. Estima-se que no final de 2005, o cancer de pele nao
melanoma (113 mil casos novos) sera o mais incidente na populacao brasileira,
seguido pelos tumores de mama feminina (49 mil), prostata (46 mil), célon e reto
(26 mil), pulmao (26 mil), estémago (23 mil) e colo do utero (21 mil) (INCA, 2004).

O numero de casos novos estimados distribui-se de forma heterogénea nas
unidades da federagdo e capitais do pais. Observa-se uma grande variagéo
regional na distribuigdo das taxas brutas de incidéncia de céncer, seja de uma
forma geral ou por localizagao primaria. A representacao espacial das taxas brutas
de incidéncia evidencia tais diferencas. Destacando-se, por exemplo, a
distribuicdo das taxas brutas de incidéncia de cancer onde se percebe o gradiente
entre as maiores taxas nas regides Sul e Sudeste, passando pela regido Centro-

Oeste e as menores taxas nas regides Nordeste e Norte (INCA, 2004).

O tratamento para céncer varia de acordo com o tipo e a gravidade da
doenca. Estes tumores podem ser tratados com cirurgia, radioterapia,
quimioterapia ou, ainda, com a combinagdo dessas técnicas. A quimioterapia,
diferente da cirurgia e da radioterapia, é utilizada em tratamento sistémico, ou
seja, que atua em todo corpo, a base de farmacos que impedem a reprodugao

celular e, consequentemente, levam as células a morte. Estes farmacos podem



ser ministrados  isoladamente = (monoquimioterapia) ou  combinados
(poliquimioterapia), sendo que a ultima apresenta resultados mais eficazes, pois
consegue maior resposta a cada aplicagao, diminuindo o risco de resisténcia aos
farmacos e conseguindo atingir as células em diferentes fases do seu ciclo
(CARVALHO et al., 2003; NICOLAU et al., 1994). Drogas quimioterapicas usadas
no tratamento de tumores malignos apresentam sérios efeitos colaterais, os quais
incluem neurotoxicidade, nefrotoxicidade, neuropatia periférica e citopenia
(BRUCE, 1993).

O controle do céncer, que lidera a segunda maior causa de morte no
mundo, pode ser beneficiado pelas terapias alternativas (REDDY et al., 2003). O

uso de produtos naturais pode ser uma solucéo.

1.2. Produtos naturais

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) define planta medicinal como
sendo “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias
que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de
farmacos semi-sintéticos” (WHO, 1998). A utilizacdo de plantas com fins
medicinais para tratamento, cura e prevencgédo de doengas é uma das mais antigas
formas de pratica medicinal da humanidade. No inicio da década de 1990, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou que 65-80% da populagao dos
paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como unica forma
de acesso aos cuidados basicos de saude (AKERELE, 1993). Assim, é necessario
um amplo estudo dos produtos naturais para que seja comprovada sua eficacia e

garantida sua seguranca.

E cada vez mais freqliente o uso de produtos naturais da medicina
tradicional hindu e chinesa, as quais sao desconhecidas pelos povos ocidentais.
Estas plantas sdo comercializadas apoiadas em propagandas que prometem
“beneficios seguros, ja que se trata de fonte natural”. Muitas vezes, entretanto, as
supostas propriedades farmacolégicas anunciadas n&o possuem validade



cientifica, por ndo terem sido investigadas, ou por nao terem tido suas agodes
farmacoldgicas comprovadas em testes cientificos pré-clinicos ou clinicos (VEIGA-
JUNIOR & PINTO, 2005).

Muitos autores tém discutido a importancia e o potencial de plantas
medicinais como fonte de novos agentes terapéuticos (CORDELL et al., 2001).
Mendelsohn & Balick (1995) concluiram que existem 375 plantas de importancia
farmacéutica nas florestas do mundo, das quais apenas um-oitavo teria sido
descoberto. A elucidacido dos componentes ativos presentes nas plantas, bem
como de seus mecanismos de acdo, vem sendo um dos maiores desafios para a

quimica farmacéutica, bioquimica e a farmacologia (GEBHARDT, 2000).

A literatura indica que muitos produtos naturais estdo disponiveis como
agentes quimioterapicos contra cancer de ocorréncia frequente (REDDY et al.,
2003). Desde aproximadamente 1500 a.C., plantas e extratos de plantas tém sido
reconhecidos como tendo atividade anticancer. Entretanto, o estudo racional e
organizado de plantas como fontes de agentes antineoplasicos somente comegou
com os estudos pioneiros de Hartwell e colaboradores durante o periodo de 1947-
1953, quando pela primeira vez, constituintes puros originados de plantas foram
caracterizados e associados com a atividade antitumoral do extrato bruto
(HARTWELL, 1967).

A utilizacdo dos métodos de screening e o avango das técnicas analiticas
também contribuiram para a retomada na pesquisa em produtos naturais.
Recentemente, o desenvolvimento de sistemas de screening robotizados
possibilitou processar 50.000 amostras por dia. Os testes tém como alvo enzimas
especificas de rotas biossintéticas animais ou receptores biologicos ou algum
composto envolvido na transcrigdo dos genes (PHILLIPSON, 2001).
Caracteristicas comuns desses testes sdo rapidez, quantificacdo, facilidade de
realizacdo e automacdo, além de serem relativamente mais baratos quando
comparados aos testes em animais usados a poucas décadas. Esse tipo de
ensaio, juntamente com os testes antibacterianos, antifungicos, antivirais,

antiparasitas e citotoxicos in vitro, tornaram possivel o screening de um grande



numero de substancias (BORRIS, 1996). Por causa disto, a capacidade de testar
substédncias em muitas companhias € significativamente maior do que suas
préprias bibliotecas de compostos quimicos, aumentando a atragdo por produtos
naturais (KINGSTON, 1996).

No processo de descoberta de drogas anticancer, o screening pré-clinico
no Instituto Nacional do Céncer dos Estados Unidos (US-NCI) em linhagens
tumorais humanas in vitro e selecao de testes in vivo ajudam a identificar a maioria
das drogas alvos. No proximo estagio de desenvolvimento de drogas, ensaios
toxicologicos, de producgéo e de formulagao séo realizados antes da droga iniciar

uma triagem clinica (LEE, 1999).

O produto natural ndo precisa ser necessariamente o melhor composto para
o uso farmacéutico (KINGSTON, 1996). Esses compostos podem servir como
protétipo para o design e desenvolvimento de uma segunda geragao de agentes
com caracteristicas melhoradas, como o aumento da eficacia e da estabilidade, a
melhora das propriedades farmacocinéticas e a diminuicdo dos efeitos colaterais
(ORTHOLAND & GANESAN, 2004). A obtengcao de analogos € um processo
comumente utilizado para descobrir os grupamentos essenciais a atividade

bioldgica, através do uso da relagdo entre a estrutura e atividade bioldgica.

Desde 1961, nove compostos derivados de plantas tém sido usados como
drogas anticancer nos EUA: vimblastina (Velban), vincristina (Oncovin),
etoposideo (VP-16), tenoposideo (VM-26), paclitaxel (Taxol), vinorelbina
(Navelbine) e mais recentemente em 1996, docetaxel (Taxotere), topotecano
(Hycamtin) e irinotecano (Camptosar). Outros onze agentes estdo sendo usados
na medicina chinesa (WANG & LEE, 1997).

Vimblastina (1) e vincristina (2), dois alcaldides naturais de Catharanthus
roseus ou Vinca rosea (Chang Chung Hua), sdo as melhores drogas no
tratamento de linfoma de Hodgkin e leucemia infantil aguda, respectivamente
(BARNETT et al.,, 1978; PLASSCHAERT et al., 2004; CONNORS, 2005). De
qualquer modo, a modificagdo sintética tem levado a outros analogos com

atividade contra outros tipos de tumores ou com menos toxicidade e efeitos



colaterais. Um exemplo é a vindesina (3), o analogo C-3 amido de 4-deacetil
vimblastina, o qual é o principal metabdlito da vimblastina em homens (OWELLEN
et al., 1977). Vindesina causa reversdao completa em leucemia nao-linfocitica
adulta e leucemia linfocitica infantil aguda, além de ser menos neurotdxica que os
alcaloides naturais (BARNETT et al., 1978; CRAGG & NEWMAN, 2005). Um outro
exemplo é a vinorelbina (4) (Navelbine, Burroughs Wellcome), a qual é usada
contra cancer de pequenas células de pulmdo e cancer de mama avancado
(JENKS & SMIGEL, 1995).

CHs

R1 R2 Rs R4
Vimblastina (1) CH; CO,CH3 OCH,CH3 OH
Vincristina (2) COH CO,CH3 OCH,CH3 OH
Vindesina (3) CH; CONH; OH OH
Vinorelbina (4) CH; CO,CH3 OCH,CH3 H

Figura 1 — Estruturas quimicas da vimblastina (1), da vincristina (2), da

vindesina (3) e da vinorelbina (4).

O paclitaxel (5) (Taxol®), isolado da Taxus brevifolia por Wani e
colaboradores (1971), é utilizado no tratamento do caéncer de mama e ovario
(KINGSTON, 1991) e gerou um faturamento de 1,6 bilhdes de dolares no ano de
2000 (TOOGOOD, 2002).



Um grande problema na extracdo do paclitaxel reside no fato de que a
espécie Taxus brevifolia demora cerca de 100 a 200 anos para atingir a
maturidade e encontra-se em extingdo. Para a obtencéo de 1 kg do paclitaxel sdo
necessarios aproximadamente 10.000 kg da casca da Taxus brevifolia, sendo
necessario abater cerca de 3.000 arvores. Essa quantidade poderia ser utilizada
no tratamento de apenas 500 pacientes durante o periodo de um ano, sendo que
um numero muito reduzido de pessoas seria beneficiado, ja que o cancer € uma
doencga que atinge, somente nos EUA, cerca de 6,5 milhdes de pessoas por ano
(KINGSTON, 2000). Uma solugao para este problema foi encontrada nas folhas da
arvore Taxus baccata, da qual se pode extrair a molécula 10-desacetilbacatina-Ill,
que apresenta o esqueleto basico e as funcionalidades do paclitaxel. Pode-se
obter, via semi-sintese e em poucas etapas, o paclitaxel pela acetilagdo da
posicdo 10 da 10-desacetilbacatina-lll e pela introdugcdo da cadeia lateral na
posicdo C-13. Uma vantagem deste método para a obtenc&o do paclitaxel € que
ndo é necessario se derrubar as arvores, sendo uma fonte renovavel. Por
exemplo, para se obter 1 kg de 10- desacetilbacatina-Ill sdo necessarios cerca de
3.000 kg das folhas de Taxus baccata (KINGSTON, 2000). Esta semi-sintese foi
desenvolvida por diferentes grupos de pesquisa, destacando-se o grupo da Ojima
(OJIMA et al., 1993).

Devido a sua eficacia, este produto natural foi desenvolvido e
comercializado pela companhia americana Bristol-Meyer Squibb com o nome de
Taxol”, na década de 90, e atualmente esta disponivel como medicamento em
mais de 60 paises. Usado com sucesso em diferentes tipos de tumores sélidos, foi
o primeiro medicamento no mercado capaz de impedir a despolimerizagao da
tubulina (KINGSTON, 2000; TOOGOOD, 2002).

Inimeros analogos foram sintetizados em laboratério por diferentes grupos
de pesquisa, com o objetivo de se identificar os grupos farmacoféricos
(responsaveis pela atividade bioldgica), estabelecendo, assim, a relagéo estrutura-
atividade na tentativa de se obter farmacos mais potentes (KINGSTON, 2000).

Gracas a estes estudos, Potier e colaboradores, do “Centre National de la



Recherche Scientifique” (CNRS), em Gif-sur-Yvette — Franga, descobriram, em
1986, o docetaxel (6) que €, em alguns casos, 1,6 vezes mais ativo que o taxol
(RINGEL & HORWITZ, 1991). Como consequéncia de seus excelentes resultados,
o docetaxel foi comercializado em 1994 pela industria francesa Rhéne-Poulenc
com o nome de Taxotere” sendo o segundo produto a impedir a despolimerizagao
da tubulina (RINGEL & HORWITZ ,1991).

0]
CHj,
H3C
R NH )
0]
© OH AcO
HO O
O—
R1 R2
(0]
Paclitaxel (5) O/ HBCA/<
HiC  CHs
Docetaxel (6) A\ H
HoC

Figura 2 — Estruturas quimicas do paclitaxel (5) e do docetaxel (6).



As epotilonas A (7) e B (8) foram descobertas em 1987, por Hofle e seus

colaboradores da “Gesellschaft fur Biotechnologische Forschung (GBF)

na
Alemanha. Estes compostos foram isolados a partir de extratos de cultura da
degradagao de celulose pela bactéria Sorangium cellulosum (HOFLE et al., 1999).
Por apresentarem atividade contra Mucor hiemalis (HOFLE et al., 1996), as
epotilonas A e B foram primeiramente testadas como potencial fungicida e
agrotoxico (HOFLE et al., 1999; HOFLE et al., 1996). No entanto, experimentos

provaram que estes compostos eram muito téxicos.

Importante descoberta foi realizada em 1995, por pesquisadores da Merck
nos Estados Unidos que, independentemente, isolaram as epotilonas A e B e
comprovaram sua potente atividade antitumoral com valores Clsy préximos ao do
paclitaxel (BOLLAG et al., 1995). Outra importante descoberta foi que o
mecanismo de ac&o das epotilonas A e B, no combate ao cancer, era similar ao do
taxol, exibindo potentes propriedades na estabilizacdo da tubulina, impedindo a

mitose.

As epotilonas A e B mostraram-se capazes de inibir a glicoproteina-P,
responsavel pelo desenvolvimento de resisténcia aos farmacos. Por esta razao, as
epotilonas apresentam atividade superior ao paclitaxel em células resistentes,
sendo que estes resultados foram, posteriormente, confirmados por cientistas da
GBF (HOFLE et al., 1996). Apos os bons resultados preliminares, a epotilona B
passou com sucesso por testes clinicos de fase |, estando atualmente em fase I
(TOOGOOD, 2002; ALTMANN, 2005).

Na tentativa de se obter farmacos mais potentes, inumeros analogos foram
sintetizados por varios pesquisadores (HARRIS & DANISHEFSKY, 1999), sendo a
primeira sintese da epotilona em estado solido descrita por Nicolau e
colaboradores, o que permitiu a obtencdo de uma biblioteca combinatéria

contendo numerosos analogos (NICOLAU et al.,1997).

10



R

Epotilona A (7) H
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Figura 3 — Estruturas quimicas das epotilonas A (7) e B (8).

Analogos sintéticos de produtos naturais podem ser necessarios quando as
atividades do produto natural sdo limitadas ou quando nao ha disponibilidade de
obtengao. Por exemplo, o alcaléide natural camptotecina (9), isolado da arvore
chinesa Camptotheca acuminata, € usado no cancer gastrico, retal, colo e bexiga,
mas tem disponibilidade natural limitada e é pouco soluvel em agua, e tem sofrido
modificagcdo molecular com o objetivo de desenvolver agentes quimioterapicos
mais uteis como o topotecano (10) e irinotecano (11), que estdo em estudos
clinicos. Esses compostos causam inibicdo da topoisomerase | (BARREIRO &
FRAGA, 2001).

11



Ra
R
1 \ o
N
N/ Irinotecano (11)
\
HsC 0
HO 0O
R]_ R2
Camptotecina (9)
HO HO
Topotecano (10) HO CHjs

H,C——N

Figura 4 - Estruturas quimicas da camptotencina (9), do topotecano (10) e
do irinotecano (11).
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A podofilotoxina (12) é conhecida ha muitos anos como o agente citotéxico
encontrado no rizoma da planta Podophyllum peltatum (KOROLKOVAS, 1998). De
fato, os indios americanos ja utilizavam o extrato das raizes de P. peltatum no
tratamento do cancer de pele e verrugas (MANN, 2002). Analogos semi-sintéticos
da podofilotoxina (12), o etoposideo (13) e o tenoposideo (14) foram obtidos
através do estudo da relagdo estrutura-atividade. Esses compostos diferem
somente pela presenga do grupamento metila (13) no lugar do grupo tenillidino
(14) no agucar piranosidico (BOHLIN & ROSEN, 1996). Essas substancias tém

como mecanismo de acao a inibicido da topoisomerase Il.
OH
0
>
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H4CO OCHj
OCHj

Podofilotoxina (12)

Etoposideo (13) —CH3

Teniposideo (14) @/

Figura 5 — Estruturas quimicas da podofilotoxina (12), do etoposideo (13) e

do tenoposideo (14).
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A terapia anticancer moderna também tem encontrado no oceano e nos
microorganismos uma vasta fonte de compostos com importante potencial
terapéutico. Exemplos de drogas obtidas de microorganismos que ja foram
aprovadas para uso clinico s&o: actinomicina, bleomicina, daunorrubicina,
doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina, mitomicina C e estreptozocina (ROCHA et
al., 2001). Quanto aos organismos marinhos podemos citar: discodermolida,
eleuterobina, sarcodictina e laulimalida, que apresentam potente atividade
antitumoral e possuem mecanismo de acdo similar ao do paclitaxel, sendo

compostos promissores na luta contra o cancer (STACHEL et al., 2001).

1.3. Temperos

Dada a ampla variabilidade de espécies botanicas e partes de plantas das
quais os temperos sao derivados, estes podem contribuir potencialmente para a
dieta humana. No passado, o uso medicinal dos temperos e ervas era
frequentemente indistinguivel do seu uso na culinaria. Atualmente, na area da
prevencdo do cancer, o uso dos temperos e seus constituintes como agentes

quimioprotetores sao pontos de intensa pesquisa (LAMPE, 2003).

Muitos dos fitoquimicos de temperos sdo agentes biolégicos que podem
afetar o cancer. Mecanismos relacionados a inibicdo da mutagénese e epigénese
do DNA inclui atividade antioxidante, alteracbes da atividade das enzimas de
biotransformacéo, efeitos antibacteriano e antivirais. Mecanismos que afetam a
proliferagao e progressao do cancer incluem alteragées na fungéo imune, redugao
da inflamacao, modulagdo da concentragdo de hormdnios esterdides, alteracdes

na progressao do ciclo celular e indugéo da apoptose (LAMPE, 2003).

Varios temperos e seus constituintes quimicos foram avaliados em modelos
animais de carcinogénese e apresentaram resultados positivos (SURH, 1999).
Extratos de safrona (Crocus sativus) apresentaram inibicdo da formacdo de
tumores de tecidos de pele e célon e em combinacdo com cisteina e vitamina E

protegem contra toxicidade induzida por cisplatina em camundongos e ratos
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(revisado por ABDULLAEV, 2002). Crocetina (um acido polieno dicarboxilico do
safrona) inibiu, de maneira dependente da concentragao, a sintese de DNA e RNA
em células tumorais (revisado por ABDULLAEYV, 2002). Similarmente, crocina (um
glicosil ester da crocetina) apresentou atividade antitumoral em ratos, sugerindo
que pode existir um componente hormonal para o seu mecanismo (GARCIA-
OLMO et al., 1999).

Curcumina também apresentou efeito quimiopreventivo contra cancer de
pele, estdmago, célon e boca em camundongos (CHUANG et al., 2000). Ginger e
capsaicina (trans-8-metil-N-vanilil-6-nonenamida), ingredientes purgantee de uma
pimenta, também protegem da mutagenicidade e tumogenicidade induzidas
experimentalmente (KATIYAR et al., 1996; SURH, 1999).

1.4. Género Piper

O género Piper pertence a familia Piperaceae, apresentando cerca
de 700 espécies. As espécies do género Piper, amplamente distribuidas nas
regides tropicais e sub-tropicais do mundo, sdo usadas medicinalmente para fins
diversos. As espécies do género Piper apresentam uma alta importancia comercial
e econdmica por serem pimentas usadas, mundialmente, como “temperos
picantes” (revisado por PARMAR et al., 1997).

O interesse pela quimica desse género evoluiu bastante ao longo dos anos
devido ao grande numero de espécies estudadas e compostos isolados com
importante valor farmacolégico. Algumas espécies deste género tém sido bem
investigadas do ponto de vista fitoquimico e farmacoldgico. Espécies do género
Piper sao fontes de 6leos essenciais bioativos e de grande interesse para as
industrias farmacéuticas (SILVA & MACHADO, 1999).

Na Jamaica, de onze espécies do género Piper conhecidas, P. aduncum e
P. hispidum sdo usadas para dores de estdbmago e como repelente para insetos.
P. amalago, distribuida do México até o Brasil, € usada para aliviar dores no peito
e como agente antiinflamatorio. Raizes de P. syfvaticum sdo usadas como
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antidoto efetivo no envenenamento por serpentes na medicina indiana (revisado
por PARMAR et al., 1997).

Raizes e frutos de P. chaba apresentam numerosas aplicacbes na
medicina. Em particular, elas sdo uteis na asma, bronquite, febre, dor abdominal,
como estimulante e nas afeigdes hemorroidais. P. brachystachyum apresenta
propriedades inseticidas, ja P. futokadsura é uma planta medicinal que cresce em
provincias de Taiwan. O caule de P. futokadsura, conhecido como haifengteng, é
amplamente usado na medicina natural da China indicado para o tratamento da
asma e artrites. O extrato benzénico de suas folhas apresentou atividade téxica
para a larva de Spodoptera fitura F (revisado por PARMAR et al., 1997).

A pimenta preta (P. Guineens) € uma trepadeira que esta distribuida por
todo oeste africano e cujos frutos sdo usados como agente aromatizante.
Preparagdes de suas folhas, raizes e sementes sao usadas oralmente como
agentes medicinais para o tratamento de bronquite, doengas gastrintestinais e
reumatismo. Preparagdes obtidas de suas sementes apresentaram atividades
inseticidas. O extrato de pimenta preta provocou carcinogénese em camundongos.
Ha evidéncias de que tumores malignos foram potencializados com o tratamento
da pimenta em camundongos em relagdo ao tratamento com o veiculo (revisado
por PARMAR et al., 1997).

Os extratos éterico e diclorometanico das folhas e caule de P. falconeri
apresentaram atividade inseticida para Musca domestica e Aedes aegyptii. O
extrato diclorometanico de P. acutisleginum também apresentou atividade
inseticida para M. domestica e A. aegyptii. O extrato de P. betle apresentou
atividade antihipertensiva e extratos de P. acutisleginum apresentaram potente

acgao inibitéria na ligacao aflatoxina B,-DNA (revisado por PARMAR et al., 1997).

O extrato metandlico de P. aduncum apresentou atividade citotoxica e
antiviral com potente atividade para Poliovirus (LOHEZIC et al., 2002). O extrato
metandlico de P. lanceaefolium apresentou atividade antifungica para Candida
albicans (LOPEZ et al., 2001). O extrato de P. reticulatum apresentou efeito no

teste inibitério da beta-glucosidase, o qual é utilizado para avaliar atividades
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antiobesidade e antidiabética de drogas (GUERRERO et al., 2003). Extrato
etandlico de P. longum apresentou uma potente atividade toxica em nauplios de
Artemia sp., além de ter sido descrito como agente imunomodulador e antitumoral
(PADMAJA et al., 2002; SUNILA & KUTTAN, 2004).

Muitos autores enfatizam que compostos isolados das espécies do género
Piper sado agentes biolégicos potentes com propriedades anticancer (LAMPE,
2003). O extrato cloroformico do caule de P. aborescens apresentou atividade
citotoxica para células KB e para células P-388 (leucemia linfocitica) in vitro. Em
estudos fitoquimicos realizados com o género Piper, verificou-se a presenga de
varias classes de metabdlitos secundarios. Os compostos isolados de diferentes
espécies foram classificados em doze categorias: alcaléides/amidas,
propenilfendis, lignanas, neolignanas, terpenos, esterdides, cavapironas,
piperolidas, chalconas e dihidrochalconas, flavonas, flavanonas e compostos
miscelaneos (revisado por PARMAR et al., 1997). Estes apresentaram atividades
farmacolégicas comprovadas como: antimicrobiana, moluscicida, fungicida,
inseticida e antiinflamatéria (BALDOQUI et al.,, 1999). Dentre estes, os

alcal6ides/amidas apresentam varios compostos farmacologicamente ativos.

A guineensina (15), um alcaléide/amida isolado de plantas do género Piper,
exibiu atividade larvicida em Culex pipiens pallens (CLso de 0,17 ppm), A. aegypti
(CLsp de 0,89 ppm) e A. togoi (CLsp de 0,75 ppm). Estudos da relagéo estrutura-
atividade indicam que o grupo N-isobutilamina € fundamental para a atividade
larvicida, enquanto que o grupo metilenedioxifenil parece ndo ser essencial para a
toxicidade (PARK et al., 2002). A pipernonalina (16), outro alcaléide/amida isolado
de plantas do género Piper, também apresentou atividade larvicida quando
testado em larvas de A. aegypti (CLso de 0.25 mg/L) e Culex pipiens pallens (CLsg
de 0,21 mg/L) (YANG et al., 2002; LEE, 2000). A amida, dehidropipernonalina (17)
isolada de frutos de P. longum apresentou atividade vasorelaxante coronariana
(revisado por PARMAR et al., 1997).
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Figura 6 — Estruturas quimicas da guineensina (15), pipernonalina (16) e
dehidropipernonalina (17).

A piperolactama A (18) causou inibicado do crescimento da Mycobacterium
tuberculosis in vitro, além disso, apresentou atividade citotoxica em varias
linhagens tumorais (A-549, SK-OV-3, SK-MEL-2, XF-498 e HCT-15). As
piperolactama B (19) e C (20) também apresentaram atividade anti-agregante
plaquetaria (MATA et al., 2004; KIM et al., 2001; TSAI et al., 2005).
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Piperolactama A (18) -OH -OCH3 -H -H
Piperolactama B (19) -OCH3 -OCH3 -OH -H
Piperolactama C (20) -OCH3 -OCH3 -OCH3 -H

Figura 7 — Estruturas quimicas da piperolactama A (18), piperolactama B

(19) e piperolactama C (20).

Pipericida (21), isolada de P. nigrum, apresentou atividade inseticida para
Callosobruchus chinensis. (2E,8E)-N-9-(3,4-Metilenedioxifenil)
nonadienoilpiperidina (22), também isolada de P. Nigrum, causou dilatagdo do
coragao de coelhos. Aduncamide (23), um outro alcaléide/amida isolado de P.

aduncum, apresentou atividade bacteriana para Bacillus subtilis e Micrococcus
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luteus. Este também apresentou atividade citotoxica para células de carcinoma

nasofaringeo (revisado por PARMAR et al., 1997).

)
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Pipericida (21) CHj
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(2E,8E)-N-9-(3,4-Metilenodioxifenil)
nonadienoilpiperidina (22)
HBC\O

HO
OH

NH

Aduncamida (23)
H,C

Figura 8 — Estruturas quimicas da pipericida (21), (2E,8E)-N-9-(3,4-

Metilenodioxifenil)nonadienoilpiperidina (22) e aduncamida (23).
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1.5. Piperina

A piperina (24) foi a primeira amida isolada do género Piper. Varios
alcal6ides/amidas tém sido apresentados como agentes citotéxicos em varias
linhagens tumorais (TSAI et al., 2005). A piperina apresenta atividade depressora
no sistema nervoso central, atividade antifertilizante, analgésica, antipirética, anti-
inflamatoria e atividade antioxidante (revisado por PARMAR et al., 1997; MITTAL
& GUPTA, 2000).

A piperina também previne carcinogénese de estdbmago e figado induzida
por carcindégenos quimicos (KHAJURIA et al., 1998) e protege da citotoxicidade
induzida por aflatoxina B4 (AFB1) e genotoxicidade em células de hepatoma de
rato H4lIEC3 (SINGH et al., 1994). A piperina foi um agente ndo genotoxico
quando testado no teste de Ames usando Salmonella typhimurium, teste do
micronucleo, teste de anormalidades na forma do esperma e teste de letalidade
usando camundongos suigos albino (KAREKAR et al., 1996), mas inibe enzimas
do metabolismo enzimatico hepatico (ATAL et al., 1985), podendo assim, causar

alteragdes na sua biodisponibilidade.

Além disso, a piperina tem sido recentemente estudada quanto ao seu
efeito inibitério na metastase de pulmao induzida por células melanoma B16F-10
em camundongos (PRADEEP & KUTTAN, 2002), na estimulagéo, proliferacéo e
diferenciacdo de melanécitos (VENKATASAMY et al., 2004), toxicidade no ensaio
de letalidade usando Artemia sp (PADMAJA et al.,, 2002), efeito protetor em
carcinogénese de pulmao induzida por benzo(a)pireno em camundongos Sui¢os
albinos (SELVENDIRAN et al., 2004) e atividades imunomodulatéria e antitumoral
(SUNILA & KUTTAN, 2004).

A piperina também apresentou efeito inibitdrio na produgéo de 6xido nitrico
e TNF-a in vitro e in vivo (PRADEEP & KUTTAN, 1999), além de apresentar
propriedades hipotensoras in vivo (DUARTE et al., 2004) e efeitos inibitério na
monoamino oxidase (LEE et al., 2005). Pradeep & Kuttan (2004) demonstraram

que a piperina também é um inibidor do fator nuclear kB (NF-kB) e da expressao
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de genes de citocinas pro-inflamatdérias em células melanoma B16F-10, o que de

acordo com os autores, pode explicar a atividade antimetastatica da piperina.

@)
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o o
Figura 9 — Estrutura quimica da piperina (24).

1.6. Piplartina

A piplartina (25) também & um alcal6ide/amida isolado do género Piper e
apresentou potente atividade citotoxica in vitro em células tumorais KB (carcinoma
nasofaringe), P-388 (leucemia linfocitica), A-549 (carcinoma de pulmao) e HT-29
(carcinoma de colo) (DUH et al., 1990; DUH & WU, 1990).

Recentemente, a piplartina tem sido estudada quanto a sua atividade
antifungica em Cladosporium sphaerospermum e Cladosporium cladosporioedes
(NAVICKIENE et al., 2000; SILVA et al., 2002) e a sua atividade anti-agregante
plaquetaria (TSAI et al., 2005).

H,CO

H,CO

OCH,

Figura 10 — Estrutura quimica da piplartina (25).
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A atividade biolégica das substancias anticancer envolve, na maioria das
vezes, alta citotoxicidade e baixa seletividade, tornando-as desinteressantes do
ponto de vista terapéutico. A busca por novos agentes anticancer em fontes
naturais permanecem no intuito da descoberta de novos prototipos com
mecanismos de acdo mais seletivos, eficacia contra tumores resistentes e menor

toxicidade para os pacientes.

Diante de varias substdncias isoladas a partir da flora brasileira é
necessario conhecer o potencial farmacologico dessas substancias com o objetivo
de descobrir uma nova molécula guia no tratamento do céncer, que pode
inclusive, apresentar novo mecanismo de agdo. Sendo assim, o presente trabalho
propde o estudo da ativiade citotdéxica e antitumoral da piplartina e da piperina,
amidas isoladas de espécies de pimentas. Como dito anteriormente, ha um
crescente interesse na pesquisa do potencial terapéutico de substancias

presentes nos temperos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar o potencial anticAncer de duas amidas, piplartina e piperina, de

plantas do género Piper em modelos experimentais in vitro e in vivo.

2.2. Especificos

] Determinar e comparar as atividades citotoxicas das amidas
em células tumorais e no desenvolvimento embrionario do ourico do mar

Lytechinus variegatus.

o Determinar a capacidade hemolitica das amidas.

o Determinar a toxicidade aguda das amidas em naupilo de
Artemia sp.

] Avaliacdo do mecanismo de acao da piplartina, usando células

HL60 e K-562 como modelo.

o Avaliagdo da atividade antitumoral in vivo das amidas em

animais transplantados com tumor Sarcoma 180.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais utilizados

3.1.1. Equipamentos
Agitador de placa MLW Modelo Thys 2
Aquario marinho
Centrifuga Excelsa Baby | FANEN Modelo 206
Centrifuga de placas Eppendorf Modelo Centrifuge 5403
Centrifuga de laminas Shandon Southern Cytospin
Espectrofotdmetro de placas Packard Spectra Count
Fluxo laminar VECO
Incubadora de células (CO, Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow
Microscépio de fluorescéncia Olympus Modelo BX41
Microscopio optico Metrimpex Hungary/PZO-Labimex Modelo Studar lab

Microscopio optico de inversdo Nikon Diaphot
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3.1.2. Solugdes

NOMES CONCENTRAQ@ES MARCA
Acido Acético 32N REAGEN
Acido Cloridrico 0,1N VETEC
Agua do mar filtrada - -
Alcool Etilico 70% VETEC
1 uL de anticorpo anti-BrdU SIGMA
Anticorpo Anti - BrdU
BSA 5% q.s.p. 500 pL de solugao DAKO
Anticorpo secundario
1 uL de anticorpo biotinilado DAKO
biotinilado
Anticorpo monoclonal Anti - 1 pL de anticorpo anti-Ki-67 DAKO
Ki-67
BSA 5% q.s.p. 50 yL de solucéao DAKO
Azul de tripan 4% 4 mg de Azul de tripan SIGMA
PBS q.s.p. 100 mL de solugao -
BrdU 10mM SIGMA
1mg de Brometo de etideo SIGMA
Brometo de etidio 100 pg/mL
PBS g.s.p 10 mL de solugao -
5 uL de DAB IMMUNOTECH
Diaminobenzidina (DAB) 1 mL de Tris-Hcl (Tris 0,05M) pH=
PROQUIMIOS
7,6
2 puL de Hy0, PROQUIMIOS
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Doxorrubicina 0,3 pg/mL ZODIAC
0,5 g de Eosina DOLES
80 mL de EtOH VETEC
Eosina 0,5% ]
0,5 mL de Acido acético VETEC
20 mL de H,O -
Estreptavidina — peroxidase 1 pL de Estreptavidina — peroxidase DAKO
BSA 5% q.s.p. 100 pL de solugao DAKO
Formalina neutra 10% 100 mL de Formaldeido 37% VETEC
4 g de Fosfato de s6dio monobasico  LABSYNTH
6,5 g Fosfato de sddio dibasico LABSYNTH
H,0 q.s.p. 900 mL -
ICN
5- Fluorouracil 250 mg/10 mL FARMACEUTI
CA
Hematoxilina 0,1% 0,5 g de Hematoxilina DOLES
10 mL de Glicerina LABSYNTH
25 g de Sulfato de aluminio LABSYNTH
0,1 g de lodeto de potassio LABSYNTH
KCI 0,5M 37,3 g de Cloreto de potassio LABSYNTH

H>O q.s.p 1 L de solucéo.
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Laranja de Acridina

1g de laranja de acridina

FLUKA
(100pg/mL)
H,O q.s.p. 10mL de solucao -
MTT (5mg/mL) 50mg de MTT SIGMA
PBS q.s.p. 10 mL de solugéo -
Penicilina 10.000 U.I./mL CULTILAB
Penicilina — estreptomicina
Estreptomicina 10 mg/mL CULTILAB
8,5 g de Cloreto de sddio (0,85%) LABSYNTH
Solugdo salina (para 1,11 g de Cloreto de calcio (10 mM) REAGEN
hemdlise) _
H,O q.s.p 1 L de solugao -
Soro fetal bovino - CULTILAB
Cloreto de s6dio 1,5 M LABSYNTH
GRUPO
SSC 10X Citrato de sd6dio 0,15 M .
QUIMICA
H.O -
8,766 g de Cloreto de sddio LABSYNTH
Tampao fosfato (PBS) 2,14 g de NaHPO4.7H,0 LABSYNTH
0,276 g de NaHPO4.H,0 LABSYNTH
H20 g.s.p. 1 L de solugéo (pH =7,2) -
Cloreto de s6dio 1,5 M LABSYNTH
Tampéo Tris (TBS) 10X Tris 0,5 M (pH= 7,6) PROQUIMIOS

H.O
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Tripsina 0,25% 50 mL de Tripsina 2,5% CULTILAB
0,125 g de EDTA PROQUIMIOS
500 mL de PBS -
1 mL de Triton X-100 ISOFAR

Triton X -100 1% H,O qg.s.p. 100 mL de solugao

3.1.3. Modelos biolégicos experimentais
Camundongos Mus musculus Swiss
Cistos de Artemia sp.
Ovos do ourigco-do-mar Lytechinus variegatus

Linhagens celulares tumorais cultivadas (tabela 1)
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Tabela 1 - Linhagens tumorais utilizadas no ensaio de citotoxicidade in vitro

Linhagem Tipo Histolégico Origem
HL-60 Leucemia promielocitica humana
K-562 Leucemia mielocitica crénica humana
CEM Leucemia linfocitica humana
JUKART Leucemia de células T humana
MOLT-4 Leucemia de células T humana
HCT-8 Carcinoma de colon humana
B16 Melanoma murina

3.2. Metodologia Experimental

3.2.1. Obtencao da piplartina e da piperina

Para obtencdo da piplartina raizes de Piper tuberculatum foram coletadas
em setembro de 2004 no Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara,
Fortaleza-Ceara, Brasil. A exsicata (n° 34736) foi depositada no Herbario Prisco

Bezerra, Departamento de Biologia, Universidade Federal do Ceara.

420,0 g de raizes de P. tuberculatum foram macerados com uma mistura de
éter de petréleo e acetato de etila 1:1 (1,5 L) por 24 h (3x). A mistura de solventes
foi removida por rotoevaporagao produzindo um sélido amarelado (13,24 g), o qual
foi cristalizado com metanol quente para obter piplartina (4,35 g, e ponto de fusédo
de 122,2 — 122,6 °C). A estrutura da piplartina foi determinada por analise

espectroscopica e comparacgao dos dados da literatura (BRAZ-FILHO et al., 1981).

32



O estudo fitoquimico foi realizado no Departamento de Quimica Organica e
Inorgénica da Universidade Federal do Ceara, sob a orientagdo do professor Dr.
Edilberto Rocha Silveira.

A piperina, isolada de sementes de P. guinees, usada neste trabalho foi
obtida da Acros Organics (New Jersey, USA).

3.2.2. Estudo da atividade citotoxica in vitro

3.2.2.1. Estudo da toxicidade aguda em larvas de Artemia sp.

O género Artemia é classificado como pertencente ao Filo Artropoda,
Subfilo Crustacea, Classe Branchiopoda (RUPERT & BARNES, 1996). Artemia sp.
€ um pequeno crustaceo que tem sido bastante utilizado em muitos estudos
fisiologicos. A Artemia sp. possui o desenvolvimento indireto, com capacidade de
encistamento. Os nauplios (larvas caracteristicas) sdo facilmente obtidos atraves
da hidratagao dos cistos. Passam por varios estagios larvais, antes da maturagéo.
No primeiro estagio, naupilo | (24 horas), o trato digestivo desses animais nao
entra em contato com o meio externo e sua alimentagao consiste basicamente do
vitelo do proprio ovo. Com a mudanga para o estagio Il (48 horas), os naupilos
comegam a se alimentar de matéria organica em suspenséo, através da ingestao
continua da agua circulante. Sendo os naupilos mais sensiveis nesse estagio, os
mesmos s&o utilizados nos testes de toxicidade. E uma metodologia simples que
permite a avaliagdo da toxicidade aguda de extratos brutos, fragdes ou

substancias puras provenientes de produtos naturais.

3.2.2.1.1. Procedimento Experimental

Os cistos de Artemia sp. foram mantidos por 24h em um béquer com agua
do mar filtrada, sob aeracdo suave e iluminagao intensa, até a eclosao dos

nauplios |. Estas larvas foram separadas em um segundo béquer e mantidas ali
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por mais 24h para atingirem o estagio de nauplio Il. O plaqueamento foi realizado
pela adi¢gao de 10 nauplios/pogos, contados a olho nu, em placas com 24 pogos,
contendo os compostos em concentragées diferentes (1, 3, 10, 30 e 100 pg/mL),
em triplicata. Como controle negativo, foi utilizada agua do mar filtrada e o veiculo
usado para diluir as substancias (DMSO 1%). As placas foram incubadas a
temperatura ambiente (25 £ 2 °C), por 24h. Depois foram contados os animais
vivos (animais em movimento) e mortos correspondentes a cada pogo (Como
descrito em JIMENEZ et al., 2003).

Figura 11 — Fotografia de um nauplio de Artemia sp.

3.2.2.1.2. Analise dos dados

O calculo da dose que causa letalidade de 50% dos nauplios (DLsp) foi
obtido pelo método dos probitos (LITCHFIELD & WILCOXON, 1949).

3.2.2.2. Avaliacdo da atividade antimitotica nos ovos do ourigo-

do-mar

Foram utilizados exemplares da espécie Lytechinus variegatus (figura 12),
coletados na praia da Lagoinha, litoral cearense. Esses animais sao facilmente
coletados e mantidos em aquarios no laboratério. Além disso, apresentam ovos

ndao muito pigmentados, facilitando a visualizagdo dos estagios de



desenvolvimento. Esse teste pode dar uma visdo geral sobre o mecanismo de

acgao da droga, dependendo do estagio em que a droga inibe o desenvolvimento.

3.2.2.2.1. Procedimento Experimental

A eliminagdo dos gametas foi induzida pela injegao de até 3 mL de KCI 0,5
M na cavidade celémica (perivisceral) dos ourigos. Apos o término da eliminagao
dos gametas, os 6vulos foram lavados em uma proveta com agua do mar filtrada.
Esse processo foi repetido por mais duas vezes, para remog¢do da camada
gelatinosa que envolve o Ovulo. Apos a ultima lavagem, os O6vulos foram
ressuspendidos em 50 mL de agua do mar filtrada. Os espermatozoides
concentrados foram coletados e mantidos em baixa temperatura, 4°C, até o
momento do uso. A fecundagao foi realizada pela adicdo de 1 mL da suspenséao
de espermatozoides (0,05 mL de suspensao concentrada dos espermatozoéides/
2,45 mL de agua do mar) a suspensao de ovulos (50 mL). Apds cerca de dois
minutos, a fecundacéao foi confirmada pela presenca da membrana da fecundacéao
(figura 13b), através da observagdo de uma amostra das células em microscopio
optico. Os ovos (1 mL) foram distribuidos numa placa com 24 cavidades, contendo
as substancias teste em diferentes concentragdes (1, 3, 10, 30 e 100 ug/mL). A
doxorrubicina foi utilizada como controle positivo do experimento nas
concentragdes de 0,1, 0,3, 1, 3 e 10 ug/mL. Os ovos foram incubados num volume
final de 2 mL, mantidos a temperatura ambiente (26 + 2°C) sob agitagao
constante. Nos intervalos correspondentes a primeira e terceira divisbes (figuras
13c e 13e) foram fixadas aliquotas de 0,2 mL em formalina 10%. Ja na blastula
(figura 13f), 0,1 mL de formaldeido foi adicionado ao volume restante na placa.
Cem embrides foram contados em cada amostra para obtengcdo da porcentagem
de células divididas (Como descrito em JIMENEZ et al., 2003).
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Figura 12 — Fotografia de um ourigo-do-mar (Lytechinus variegatus)

Figura 13 - Fotomicrografias das primeiras fases do desenvolvimento
embrionario do ourigo Lytechinus variegatus. A - 6vulo; B - ovo com membrana de

fecundacéo; C - 12. divisdo; D - 2°. divisdo; E - 3%. diviséo; F - blastula.
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3.2.2.2.2. Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrdo da média de
n experimentos. O caélculo da Clsy (concentracédo inibitéria média capaz de
provocar 50% do efeito maximo) e seu respectivo intervalo de confianga (IC) 95%
foi realizado a partir de regressdo nao-linear utilizando o programa Prism versao
3.0 (GraphPad Software). Para verificagdo da ocorréncia de diferencas
significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise
de variancia (ANOVA) seguida de Student Newman Keuls (p<0,05).

3.2.2.3. Avaliacdo da atividade hemolitica em eritrocitos de

camundongos Mus musculus Swiss

Esta metodologia, segundo descrita por Costa-Lotufo et. al. 2002; Dresch et
al. 2005, permitiu avaliar o potencial das substancias-teste em causar lesbes na

membrana plasmatica da célula, seja pela formagéo de poros ou pela ruptura total.

3.2.2.3.1. Procedimento Experimental

Foi coletado o sangue de trés camundongos (Mus musculus Swiss) por via
orbital (animais previamente anestesiados com éter etilico), sendo diluido em 1:30
de solugdo salina (NaCl 0,85% + CaCl, 10 mM). Os eritrocitos foram lavados 2
vezes em solugdo salina por centrifugagdo (15 g/3 min.) para redugdo da
contaminacao plasmatica e ressuspensos em solugcado salina para obtencado de
uma suspensdo de eritrécitos (SE) a 2%. Os ensaios foram realizados em
multiplacas com 96 cavidades. Cada pogo da 12 fileira recebeu 100 pL da solugao
salina. Na 22, os pocos receberam 50 pL da solucdo salina e 50 yL do veiculo de
diluicdo da substancia teste, neste caso, DMSO 10%. Aos pogos da 32 fileira,

foram adicionados 100 puL de solugdo salina e 100 pL das substancias teste em
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solucdo. Da 42 fileira em diante os pocgos receberam 100 pL da solugao salina,
excetuando-se os da ultima fileira, que receberam 80 uL de solugdo salina e 20 pL
de Triton X — 100 1% (controle positivo). As diluicbes foram feitas da 3% a 11?2
cavidade, retirando-se 100 yL da solu¢ao da cavidade anterior e transferindo para
a seguinte de modo que as concentragbes foram sempre diluidas pela metade,
variando de 1,5 a 200 pg/mL. Em seguida, 100 yL da suspensao de eritrocitos
foram plaqueados em todos os pogos. Apds incubagado de 1 hora, sob agitagao
constante a temperatura ambiente (26 + 2°C), as amostras foram centrifugadas
(50 g/3 min.) e o sobrenadante transferido para uma outra placa para a leitura da
absorbancia da hemoglobina no espectrofotbmetro de placas a 540 nm. A
atividade das substéancias teste foi determinada de maneira relativa ao valor dos

controles positivo e negativo.

3.2.2.4. Avaliacdo da atividade antiproliferativa em células

tumorais

A citotoxicidade foi obtida através do método do 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-
difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) (MOSMANN, 1983) utilizando as
seguintes linhagens celulares: CEM (leucemia — humana), HL-60 (leucemia —
humana), HCT-8 (célon — humana) e B-16 (melanoma — murino) obtidas através
de doacéo do Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (Bethesda, MD). O
ensaio consiste em uma analise colorimétrica baseada na conversédo do sal MTT
para formazan, pela atividade da enzima succinil-desidrogenase presente na
mitocdndria da célula viavel, permitindo dessa maneira quantificar a porcentagem

de células vivas.

As linhagens celulares foram cultivadas em frascos plasticos para cultura
(Corning, 25 cm?, volume de 50 mL para células aderidas e 75 cm?, volume de
250 mL para células em suspensao); utilizando o meio de cultura RPMI 1640
complementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos

(penicilina/estreptomicina). As células foram incubadas em estufa a 37°C com
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atmosfera de 5% de CO,, seguido da observacado do crescimento celular com
ajuda de microscopio de inversdo a cada 24 horas, quando necessario as células
foram repicadas em meio de cultura novo, em uma concentragdo de 0,5-1,0 x 10°
céls/ mL (BUTLER & DAWSON, 1992).

3.2.2.4.1. Procedimento Experimental

As células em suspensdo ou monocamadas foram distribuidas em
multiplacas de 96 cavidades numa densidade de 0,3 x 10° células/mL, para
células suspensas (CEM e HL60), 0,7 x 10° células/mL para HCT-8 e 0,6 x 10°
células/mL para B-16. As substancias testes foram incubadas durante 72 horas
juntamente com a suspensao de células com concentragdes variando de 0,39 a 25
pg/mL. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo com concentragdes
variando de 0,003 a 0,25 pg/mL. Apds o periodo de incubagao, as placas foram
centrifugadas (15 g/15 min), e o sobrenadante foi descartado. Cada cavidade
recebeu 200 pL da solugédo de MTT (10% em meio RPMI 1640) e foi reincubada
durante 3 horas, em estufa a 37°C e a 5% CO,. Apds esse periodo, as placas
foram novamente centrifugadas (30 g/10 min), o sobrenadante foi desprezado, e o
precipitado foi ressuspendido em 150uL de DMSO. Para a quantificagcdo do sal
reduzido nas células vivas, as absorbancias foram lidas com o auxilio do
espectrofotbmetro de placa, no comprimento de onda de 550 nm. Essa técnica
tem a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula, sendo

assim, bastante util para avaliar a citotoxicidade.

3.2.2.4.2. Andlise dos dados

As drogas foram testadas em diluicao seriada, em duplicata ou triplicata. Foi
registrada a percentagem de inibicdo x log da concentragdo e determinado suas
Clso (concentragao inibitoria média capaz de provocar 50% do efeito maximo) e

seus respectivos intervalos de confianga (IC 95%) realizado a partir de regresséo
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nao-linear utilizando o programa Prism versao 3.0 (GraphPad Software). Para
verificagdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes grupos,
os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de
Student Newman Keuls (p<0,05).

3.2.3. Estudo do mecanismo de acdo em células leucémicas

3.2.3.1. Curva de Crescimento Celular

A construgao da curva de crescimento celular pode fornecer informagdes
importantes sobre a cinética da cultura de células em questdo. A observagdo, em
curtos intervalos, dessas culturas tratadas permite avaliar a acgao citotéxica
temporal da droga assim como o acompanhamento das alteragdes morfoldgicas

das células a medida que vao acontecendo.

3.2.3.1.1. Procedimento Experimental

Inicialmente, as células HL-60, K-562, JUKART ou MOLT-4 foram
distribuidas em multiplacas de 24 cavidades numa densidade de 0,3 x 10°
células/mL e incubadas com a piplartina nas concentragdes de 0,1, 0,3, 1, 3 e 10
pg/mL. Nos intervalos programados de 3h, 6h, 12h, 24h, 36h, 48h, 60h e 72h apds
o plagueamento, uma aliquota de cada amostra foi retirada e as células viaveis
foram diferenciadas por exclusdo de azul de tripan e contadas em camera de

Neubauer.

3.2.3.1.2. Analise dos dados

O valor obtido para cada contagem foi plotado em um grafico e construido

uma curva com as variaveis: percentagem de células viaveis x log da
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concentragao, para cada tempo analisado, para a observagao da cinética de
crescimento das células tratadas. Foi determinado também suas Clsg
(concentragao inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito maximo) e seus
respectivos intervalos de confianga (IC 95%) realizado a partir de regressao néo-
linear utilizando o programa Prism versao 3.0 (GraphPad Software). Para
verificagdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes grupos,
os valores das Clso foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida
de Student Newman Keuls (p<0,05).

3.2.3.2. Viabilidade celular - Excluséo por Azul de Tripan

O teste de exclusdo por azul de tripan permite quantificar separadamente
as ceélulas viaveis das células mortas pela substancia testada. O corante penetra
em todas as células, porém somente as células viaveis conseguem bombear o
tripan para fora, sendo possivel dessa maneira observar uma coloragao azulada

nas células mortas.

3.2.3.2.1. Procedimento Experimental

Células da linhagem HL-60 ou K-562, na concentracdo de 0,3 x 10°
células/mL, foram incubadas por 24 h com as drogas e examinadas ao
microscoépio de inversdo. As concentragdes utilizadas (2,5, 5 e 10 ug/mL) foram
estimadas a partir do valor da Clsy encontrada nas curvas de crescimentos para
estas mesmas linhagens celulares. Foi retirado 90 pL da suspensao de células e
adicionado a 10 pyL do azul de tripan. As células viaveis e as nao viaveis foram
diferenciadas e contadas em camara de Newbauer. A Doxorrubicina (0,3 pg/mL)

foi usada como controle positivo (como descrito em VERAS et al., 2004).
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3.2.3.2.2. Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrdo da média de
n experimentos. Para verificagdo da ocorréncia de diferengas significativas entre
os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de variancia
(ANOVA) seguida de Student Newman Keuls (p<0,05).

3.2.3.3. Inibicdo da sintese de DNA — BrDU

A bromodeoxiuridina (BrDU) € uma base nitrogenada analoga a Timina.
Quando as células estdo sintetizando DNA o BrDU é incorporado no lugar da
timina. A deteccdo do BrDU incorporado nas células €& feita por técnicas
imunohistoquimicas. O BrDU é adicionado 3h antes do término do periodo de
incubacéo (24 horas), para que esse seja incorporado ao DNA das células em
mitose. Em seguida sdo adicionados os anticorpos e um cromégeno especifico, a
diaminobenzidina (DAB). Para corar as células ndo marcadas pelo cromoégeno,
utiliza-se Hematoxilina (0,1%). S&o contadas as 200 (duzentas) primeiras células
observadas em microscoépio Optico. Considera-se positivas para proliferagcéo, as
células de nucleo corado pelo DAB (cor marrom) e, negativas, as células de

nucleo corado com Hematoxilina (cor azul).

3.2.3.3.1. Procedimento Experimental

Células da linhagem HL-60 ou K-562, plaqueadas na concentragdo de 0,3 x
10° cél/mL, foram incubadas por 24h com a piplartina. As concentracdes utilizadas
(2,5, 5 e 10 pg/mL) foram estimadas a partir do valor da Clsg encontrada nas
curvas de crescimentos para estas mesmas linhagens celulares. Trés horas apos
a adigao do BrdU (0,01 pM) na cultura de células HL60 ou K-562, laminas para
cada amostra foram preparadas e postas para secar por 2 h. Apos o periodo de
secagem foram fixadas em metanol por 1 minutos. As células foram lavadas com

tampao Tris (TBS) e incubadas em solugdo desnaturante por 90 minutos a 60° C e
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pH 7,4. Ap6s uma segunda lavagem com TBS, as células foram circuladas com
caneta hidrofébica e incubadas com anticorpo primario e deixadas na geladeira
durante a noite em camara umida. As células foram incubadas com anticorpo
secundario biotinilado por 20 minutos e, em seguida, com a solucdo de
estreptavidina-fluoresceina por mais 20 minutos. Foi adicionado o cromégeno DAB
por 1-5 minutos e, em seguida, removido com agua destilada. A contracoloragéo
das células foi realizada com hematoxilina da Hanks a 0,1%. A Doxorrubicina (0,3

pg/mL) foi usada como controle positivo (como descrito em VERAS et al., 2004).

3.2.3.3.2. Analise dos dados

Duzentas células foram contadas diferenciando-as entre nucleo marrom
(incorporaram o BrDU) e nao-marrom. Para verificagdo da ocorréncia de
diferengas significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados
por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student Newman Keuls (p<0,05).

3.2.3.4. Andlise morfolégica - Coloracdo diferencial por

hematoxilina/eosina

A coloragao utilizada nesse experimento permite distinguir o citoplasma e o
nucleo, sendo possivel analisar a célula quanto a sua integridade nuclear, bem
como alteragdes no citoplasma. A hematoxilina € um corante alcalino que tem
afinidade pelas proteinas nucleares, dando ao nucleo uma cor azul. A eosina, ao

contrario, liga-se ao citoplasma conferindo-lhe uma coloragao résea.
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3.2.3.4.1. Procedimento Experimental

Células da linhagem HL-60 ou K-562, plaqueadas na concentragao de 0,3 x
10° cél/mL, foram incubadas por 24h com as drogas e examinadas ao microscopio
de inversdo. As concentragdes utilizadas (2,5, 5 e 10 yg/mL) foram estimadas a
partir do valor da Clsp encontrada nas curvas de crescimentos para estas mesmas
linhagens celulares. Para observar a morfologia, 50uL da suspensdo de células
foram adicionadas a centrifuga de lamina (cytospin). Apés a adesao das células
na lamina a fixagdo foi feita com metanol por 1 minutos e a coloracéo
primeiramente utilizada foi a hematoxilina, seguida pela eosina. A Doxorrubicina
(0,3 pg/mL) foi usada como controle positivo (como descrito em VERAS et al.,
2004).

3.2.3.4.2. Andlise dos dados

As laminas contendo as células coradas foram levadas ao microscoépio para
avaliacao das suas caracteristicas morfolégicas e comparadas ao controle (nao-

tratadas). O registro das alteragdes celulares foi feito por fotografia.

3.2.3.5. Anélise morfoldgica — Coloracéo Diferencial por Brometo

de Etidio/Laranja de Acridina

O método de coloragdo pelo brometo de etidio / laranja de acridina
(MCGAHON et al., 1995) permite diferenciar células viaveis daquelas em processo
de morte por apoptose ou necrose através da coloragao diferencial por
fluorescéncia. Este método baseia-se na revelacdo das células (controle e
tratadas) com a coloragéo por brometo de etidio (BE) e laranja de acridina (LA) no
nucleo. A laranja de acridina intercala-se ao DNA, conferindo aparéncia verde ao
nucleo celular, sendo capaz de atravessar membranas intactas. O brometo de
etidio & incorporado majoritariamente por células ndo viaveis (com instabilidade de

membrana), intercalando-se ao DNA corando-o de laranja; ligando-se fracamente



ao RNA, que se mostrara com uma coloracdo vermelha. As células viaveis com
membrana intacta apresentam nucleo uniformemente corado de verde pela LA; O
BE marca muito fracamente ou muitas vezes ndo marca, pois nao atravessa a
membrana integra. As células em apoptose inicial (membrana ainda intacta)
apresentam manchas verdes brilhantes no nucleo (condensagao da cromatina) e
nao sdo marcadas por BE; morfologicamente observam-se alteragbes da
membrana em decorréncia da formacdo de corpusculos apoptoéticos. As células
em necrose (lesdo de membrana) apresentam um padrao de coloragao uniforme,
laranja-avermelhada e nao ha formagao de corpos apoptéticos. Possivelmente, as
membranas plasmaticas permane¢am intactas durante o fenbmeno apoptético até
0s ultimos estagios quando se tornam permeaveis aos solutos normalmente
retidos (KUMMAR et. al. 2004).

3.2.3.5.1. Procedimento Experimental

Células da linhagem HL-60 ou K-562, plaqueadas na concentragao de 0,3 x
10° cél/mL, foram incubadas por 24h com as drogas. As concentragdes utilizadas
(2,5, 5 e 10 yg/mL) foram estimadas a partir do valor da Clsp encontrada nas
curvas de crescimentos para estas mesmas linhagens celulares. A suspensao de
células foi transferida para um tubo eppendorf e centrifugada por 5 min em baixa
rotagcdo. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 20
ML de solugcdo de PBS. Em seguida, 1 pL da solugdo de BE:LA foi adicionado a
cada tubo e uma aliquota dessas células transferido para uma lamina e montado
com laminula e em seguida levadas ao microscépio de fluorescéncia para
observagao dos eventos celulares. A Doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como

controle positivo (como descrito em GENG et al., 2003).

3.2.3.5.2. Andlise dos Dados

Foram contadas 300 células, em duplicata, cada amostra para a

quantificagdo percentual de cada evento celular (viaveis, necroticas e apoptoéticas)
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e montadas laminas que foram fotografadas para o registro visual dos efeitos.
Para verificagdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de
Student Newman Keuls (p<0,05).

3.2.4. Estudo da atividade antitumoral in vivo

3.24.1. Obtencao e manutencéo dos animais

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

animais.

O tumor sélido do tipo Sarcoma 180, com 10 dias de implante na forma
ascitica foi utilizado para determinar a atividade antitumoral da piplartina e da

piperina.

O animal de manutencdo ou doador foi anestesiado com éter etilico e
sacrificado por meio de deslocamento cervical. Fez-se o procedimento asséptico
com alcool iodado e, em seguida, coletou-se o liquido ascitico da cavidade
abdominal, tendo sido preparada uma suspensdo de células com 5,0 mL de
Ringer lactato, 0,2 mL de gentamicina (5 mg/mL) e 0,5 mL do liquido ascitico, para
posterior contagem das células. Os animais receptores foram inoculados com 2 x
10° células/0,5 mL na regido intraperitoneal dos camundongos (Mus musculus
Swiss). Coforme aprovado pelo comité de ética de pesquisas em animais da UFC
(CEPA).
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3.2.4.2. Avaliacdo do efeito da piplartina e piperina em

camundongos transplantados com Sarcoma 180

A avaliagdo da atividade antitumoral esta relacionada a regressao total de
tumores nos animais, a redugdo no crescimento dos tumores sensiveis ao
composto ou ao aumento da expectativa de vida durante o tratamento, comparado
com os nao tratados. Ficou demonstrado que o melhor resultado desses fatores
depende do procedimento do tratamento, que devera ser comecado até 48 h apés
o transplante. Neste periodo, as células tumorais ja teriam iniciado a formagao do
nddulo tumoral (SCHABEL et al., 1977). O tumor utilizado foi o Sarcoma 180 o
qual foi descoberto em 1914 no Crocker Laboratory (Columbia Univrsity, New
York), é originalmente um tumor sélido, surgido espontaneamente na regido axilar
de camundongos, e foi inicialmente classificado como carcinoma mamario. Apos
varios transplantes subcutaneos, assumiu a forma sarcomatosa, por volta de

1919, e mantem-se sem alteragbes até os dias de hoje.

3.2.4.2.1. Procedimento Experimental

Para o teste de atividade antitumoral, foi utilizado o tumor sdlido do tipo
Sarcoma 180, com 8 dias de implantag&o na regiao axilar direita. O animal doador,
ou da manutencgao, foi sacrificado por deslocamento cervical, sendo realizado
assepsia com alcool iodado. Em seguida, foi retirado o liquido ascitico da cavidade
abdominal, tendo sido preparado uma suspensao de células com 5,0mL de Ringer
lactato, 0,2mL de gentamicina (5mg/mL) e 0,5mL do liquido ascitico, para posterior
contagem de células. Nos animais receptores, foram injetadas 2 x 10 ° céls/0,5mL
na regido axilar esquerda dos camundongos (Mus musculus Swiss). Nesse
experimento, foram utilizados 10 animais por grupos, num total de 6 grupos,
sendo todas fémeas, apresentando massa corporea variando entre 25-30 g, os
quais foram inoculados com tumor Sarcoma 180. Em seguida, 24 h apos a
inoculacdo do tumor foi iniciado o tratamento durante 7 dias consecutivos,
utilizando as doses de 50 ou 100 mg/Kg para piplartina ou peperina e no controle

positivo 25 mg/Kg de 5 - Fluorouracil, além dos animais tratados com veiculo
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(DMSO 10%). Todos os grupos foram tratados por via intraperitoneal. Vinte quatro
horas apdés o termino do tratamento os animais foram sacrificados, sendo em
seguida retirados os tumores, rins, figado e bago para pesagem, analise
histolégica e realizagdo da imunohistoquimica dos tumores através do marcador

para proliferagcao tumoral: ki-67.

O percentual de inibicdo do crescimento tumoral (IT) foi calculado pela

férmula:

IT (%) = [(A-B)/A] x 100
Onde:
A = média dos pesos dos tumores no grupo controle.

B = média dos pesos dos tumores nos animais tratados.

3.2.4.2.2. Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrdo da média de
n experimentos. Para verificagdo da ocorréncia de diferencas significativas entre
os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de variancia
(ANOVA) seguida de Student Newman Keuls (p<0,05).

3.2.4.3. Deteccéao de Ki-67 por imunohistoquimica

O marcador denominado Ki-67 foi descrito por Gerdes et al. em 1983. A
expressdo deste antigeno esta intimamente associada com o ciclo celular,
podendo ser usado para medir a fracdo de crescimento das células. Sua
expresséo ocorre durante a fase G1 e progride durante o ciclo celular, alcangando

o maximo em G2 e M, diminuindo rapidamente apés a mitose, ndo sendo
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expresso em GO (FALINI et al., 1989; QUINN & WRIGHT, 1990). A quantificagao

deste antigeno é util para avaliar proliferagao celular.

3.2.4.3.1. Procedimento Experimental

O tecido tumoral parafinizado dos animais dos grupos controle negativo
(DMSO 10%), controle positivo (5 — Fluorouracil-25 mg/Kg) e dos animais tratados
com piplartina ou piperina (100 mg/Kg) foram colados as laminas e em seguida
desparafinizados e rehidratados e acondicionados em jarras plasticas de Colpe
(furadas no fundo) com tampéo citrato em pH 6,0 cobrindo todas as laminas
dentro de um béquer. O béquer foi levado ao microondas em poténcia maxima por
10 minutos até atingir ebuli¢do, a partir dai deixou-se por mais 7 minutos. Retirou-
se 0 béquer com o material sendo deixado por 20 minutos em temperatura
ambiente. O tampé&o citrato foi descartado e as laminas foram lavadas com TBS
(de forma indireta e com cuidado para ndo remover os cortes histolégicos).
Acrescentou-se peroxido de hidrogénio (H202) a 3% em metanol com a finalidade
de bloquear a peroxidase enddgena (interferente do experimento) por 10 minutos.
As laminas foram novamente lavadas com TBS e enxugando-as em seguida e
retirando o excesso de parafina oriunda do processo de fixacdo. As laminas foram
circundadas com caneta hidrofébica adicionando o TBS sobre a regido
circundada. Posteriormente, o TBS foi aspirado e as laminas foram incubadas em
camara umida com soro normal de coelho — BSA (1:5) por 20 minutos (70uL de
soro/lamina). O BSA foi aspirado e o material foi incubado novamente em camara
umida com anticorpo primario (1:5), sendo mantido por um periodo de 16 - 24
horas em refrigerador (+ 8°C). Apos o periodo determinado, o material foi retirado
da geladeira deixando-se por 15 minutos em temperatura ambiente. Removeu-se
o anticorpo primario, lavando-se o material com TBS (deixando-se por 5 minutos)
sendo retirado, e em seguida incubou-se novamente as laminas com anticorpo
secundario (coelho anti-mouse biotinilado), onde foi deixado por 30 minutos; As
laminas foram lavadas com TBS, acrescentou-se entdo Estreptavidina e 30

minutos depois o material foi lavado com TBS por 5 minutos em borel vertical com
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ranhura. Adicionou-se o fotoreagente (DAB) por 3 minutos (ou até os fragmentos
adquirirem coloragdo mais escura). Retirou-se entdo o DAB e corou-se o material
em hematoxilina na concentragdo de 1:1, deixando-se o material secar a
temperatura ambiente. Posteriormente as laminas foram lavadas 3 vezes em
etanol absoluto 100% e em xilol 100% para desidratagédo. Finalmente as laminas

foram montadas com Balsamo do Canada.

3.2.4.3.2. Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrao da contagem
de células Ki67 positivo presente em cada 4-6 campos por lamina de cada grupo.
Para verificagdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de
Student Newman Keuls (p < 0,05).

3.24.4. Analise morfologica e histopatoldgica

A técnica de coloragdo hematoxilina e eosina (H/E) permite diferenciar o
citoplasma do nucleo, possibilitando, assim, a analise de algumas estruturas
celulares. A analise morfoldgica e histopatoldgica de tecidos dos animais tratadas
permitem identificar alteracdes que possam estar ocorrendo e fornecer subsidios

para sugerir os efeitos toxico causados pela droga.

3.2.4.4.1. Procedimento Experimental

Apods o sacrificio dos animais, ocorreu a retirada e pesagem de 6rgaos e
tumores, os quais foram armazenados em formol a 10%. As pecas foram retiradas
do formol e seccionadas em pequenas fatias para posterior preparacdo das
laminas. O material foi fixado em formol a 10% por 24 horas, desparafinizado

em xilol por 15 minutos, e desidratado em concentragdes crescentes de alcool até
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70% (mergulhando-se rapidamente as laminas), sendo posteriormente lavadas em
agua destilada até ter sido removido todo o alcool. Posteriormente as laminas

foram coradas com Hematoxilina 0,1%.

3.2.4.4.2. Andlise dos dados

As laminas contendo as células coradas foram levadas ao microscoépio para
avaliagcao das suas caracteristicas morfolégicas e comparadas ao controle (nao-

tratadas). O registro das alteragdes celulares foi feito por fotografia.
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4. RESULTADOS

4.1. Estudo da atividade citotoxica in vitro

4.1.1. Toxicidade Aguda em Artemia sp.

No teste de toxicidade aguda em larvas de Artemia sp., a piperina
apresentou valor para a dose letal média (DLso) de 2,8 £ 0,3 pug/ml (9,8 uM). A
piplartina apresentou toxicidade com valores de DLsy correspondente a 32,3 + 3,4
ug/ml (101,7 uM) (figura 14).

4.1.2. Potencial Antimitético em Ovos de Ourigco do Mar

Esse ensaio avaliou o potencial antimitético da piplartina e piperina. Para
este ensaio, foram consideradas ativas aquelas substancias que foram capazes
de inibirem completamente a mitose na concentragdo minima de 16 pg/ml
(JACOBS et al., 1981). Ambas as amidas, piplartina e piperina, induziram inibigao
do desenvolvimento dos ovos de ourico do mar Lytechinus variegatus durantes
todas as fases examinadas, primeira e terceira divisdo e blastula. Os valores de

Clsg estdo na tabela 2. Doxorubicina foi usada como controle positivo.

Piperina induziu irregularidades na membrana associada com a inibicao da
mitose iniciando desde a primeira divisdo, enquanto que nos ovos tratados com
piplartina a irregularidade na membrana s6 foi visualizada algumas horas depois
do contato (figura 15).
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N° de probitos

DLs, = 32,4 + 3,4 pg/ml

0.0 0.5 1.0 15 2.0
Concentracgao Log (pg/ml)

N° de probitos

DLs, = 2,8 0,3 pg/ml

0.0 0.5 1.0 15 2.0
Concentracgao Log (pg/ml)

Figura 14 — Toxicidade aguda da piplartina (A) e da piperina (B) em Artemia
sp. Os valores de DLsy foram obtidos pelo método dos probitos, apds 24 horas de
incubacdo. Os dados correspondem a média e ao erro-padrdo da média de dois
experimentos independentes realizado em triplicata. As curvas foram obtidas por

regressao linear através do programa GraphPad Prism.



Tabela 2 — Atividade antimitética da piplartina e da piperina no desenvolvimento
de ovos de ourico do mar Lytechinus variegatus. Doxorubicina foi usada como
controle positivo. A tabela esta apresentando os valores de Clso e o intervalo de
confianga de 95% de dois experimentos independentes realizado em triplicata
para as primeira e terceira divisdes e blastula obtidos por regressdo nao-linear
através do programa GraphPad Prism.

Estagio Doxorubicina Piplartina Piperina

Embrionario Clso [ug/ml (uM)]  Clsg [pg/ml (uM)]  Clsp [ug/mI (UM)]

6,3 (10,8) 3,4 (10,6) 6,8 (23,9)
12 Divisdo

43-91 3,0-3,8 5,4-8,2

0,3 (0,7)2 2,5 (7,8)° 5,7 (20,1)2
32 Divisdo

0,2-0,7 2,0-3,0 48-6,7

0,5 (0,9) 1,0 (3,3) 3,7 (13,1)2
Blastula

0,3-1.1 1,0-1.1 29-46

a, (p < 0,05) comparado entre as substancias por ANOVA seguido por Student
Newman Keuls.
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Figura 15 — Fotomicrografia apresentando o efeito da piplartina e da

piperina no desenvolvimento de ourigo do mar Lytechinus variegatus. A, B e C
controle; D, E e F, tratados com piperina (30ug/ml) (105,1 uM); G, H e I, tratados
com piplartina (30ug/ml) (94,5 uM) as primeira e terceira divisbes e blastula,

respectivamente. Barra horizontal = 100pum.
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4.1.3. Atividade Hemolitica

O efeito hemolitico da piplartina e piperina foi avaliado em eritrécitos de
camundongos Mus musculus. Neste ensaio, observou-se auséncia de atividade
hemolitica nas concentragbes testadas (200 pg/ml) perante ambas as amidas,
piplartina (629,9 uM) e piperina (700,5 uM). Para este ensaio, foram consideradas

ativas aquelas substancias que apresentaram CEsp < 200 pg/ml.

4.1.4. Inibicdo da Proliferacéo de Células Tumorais in vitro — Ensaio do MTT

O potencial citotdoxico da piplartina e piperina foi avaliado em células de
linhagens tumorais humanas e murina (HL-60, CEM, HCT-8 e B-16) através do
método do MTT, apds 72 horas de exposicdo. A tabela 3 apresenta os valores de
Clso obtidos.

Como observado no ensaio de atividade antimitdética em ovos de ourigo do
mar Lytechinus variegatus, a piplartina foi mais ativa apresentando alta
citotoxicidade em todas as linhagens testadas, sendo que os valores de Cls
variaram de 0,7 a 1,7 yg/mL. Ja a piperina mostrou toxicidade seletiva apenas
para as células da linhagem de coélon (HCT-8) e células da linhagem de pele
(melanoma B-16), com Clso de 18,8 pg/ml e 19,9 ug/ml, respectivamente. A
doxorubicina foi usada como controle positivo. Para este ensaio, foram
consideradas ativas aquelas substancias que apresentaram Clsg < 4 pg/ml (BOIK,
2001).
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Tabela 3 — Atividade citotoxica da piplartina e da piperina em linhagens de células
tumorais. Doxorubicina foi usada como controle positivo. A tabela esta
apresentando os valores de Clsgp € o intervalo de confianga de 95% de dois
experimentos independentes realizado em triplicata pelo método do MTT apds 72
horas de incubagdao para as células HL-60, CEM, HCT-8 e B-16 obtidos por

regressao nao-linear através do programa GraphPad Prism.

Doxorubicina Piplartina Piperina
Células
Clso [ug/ml (UM)]  Clso [Hg/ml (uM)]  Clso [Hg/ml (UM)]
0,02 (0,04)° 1,4 (4,5)° >25,0 (87,6)
CEM
0,02 - 0,03 1,3-1,5
0,02 (0,04)° 1,7 (5,4)° >25,0 (87,6)
HL-60
0,01 - 0,02 1,5-1,9
0,01 (0,02)° 0,7 (2,2) 18,8 (66,0)*
HCT-8
0,01 - 0,02 0,6-0,8 12,5 -28,2
0,03 (0,06)° 1,7 (5,3)° 19,9 (69,9)*
B-16
0,02 - 0,04 1,4-2,0 17,0 - 23,3

a, (p < 0,05) comparado entre as substancias por ANOVA seguido por Student

Newman Keuls.
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4.2. Estudo do mecanismo de acdo em células leucémicas

O mecanismo de agao da piplartina foi, entdo, estudado usando células
leucémicas como modelo. Vale ressaltar que a piperina ndo foi estudada nas
células leucémicas, uma vez que nas concentracdes testadas no ensaio do MTT

nao se observou atividade.

4.2.1. Curva de crescimento celular

Este ensaio avaliou a cinética de crescimento das células tratadas com
piplartina nos intervalos de tempo de 3h, 6h, 12h, 24h, 36h, 48h, 60h e 72h em
células leucémicas. A piplartina causou uma significativa redugao na viabilidade
celular em todas as linhagens celulares de leucemia humana testadas, que

ocorreu de modo dependente da concentragao e do tempo (Figura 16).

Nas células expostas a piplartina por 3h, 6h e 12h ndo foram observadas
alteracdes na viabilidade celular. Depois de 24h de exposigao a piplartina, ocorreu
uma significante redu¢cado no numero de células viaveis nas concentragdes de 1, 3
e 10 pg/ml (p < 0,05). Assim, baseado nos dados de trés experimentos
independentes realizados em duplicata, os valores de Clsy apods 24h foram de 5,3
pg/ml (16,6 pM), 5,5 pg/ml (17,4 pM), 2,5 pg/ml (7,8 uM) e 4,1 pg/ml (12,9 pM)
para as células leucémicas HL-60, K-562, JUKART e MOLT-4, respectivamente
(Tabela 4). Depois de uma exposi¢gao de 36h, a citotoxicidade da piplartina foi
mais potente do que aquela encontrada no tempo de exposigao de 24h (p < 0,05).
Os valores de Clsp no tempo de 36h foram de 2,0 ug/ml (6,2 uM), 2,1 pg/ml (6,6
puM), 1,5 pg/ml (4,8 uM) e 1,8 pg/ml (5,8 uM) para as células HL-60, K-562,
JUKART e MOLT-4, respectivamente (Tabela 4). Entretanto, depois de 36 horas
de exposicao o efeito citotdoxico da piplartina tornou-se similar as demais tempos
48h, 60h e 72h (Figura 16). Nao houve diferenca estatisticamente significante na
atividade citotoxica da piplartina entre as diferentes linhagens de células

leucémicas humana (p > 0,05).
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Tabela 4 — Atividade citotoxica da piplartina em diferentes linhagens de células de
leucemia humana. Os dados correspondem aos valores de Clso (média + E.P.M.)
de trés experimentos independentes realizados em duplicata para as células de

leucemia humana HL-60 (leucemia promielocitica), K-562 (leucemia mielocitica

cronica), JUKART (leucemia de células T) e MOLT-4 (leucemia de células T).

HL-60 K-562 JUKART MOLT-4
Tempo
Hg/mli(uM) Hg/mi(um) Hg/mi(um) Hg/mli(uM)
>10 >10 >10 >10
3 horas (31,5) (31,5) (31,5) (31,5)
>10 >10 >10 >10
6 horas (31,5) (31,5) (31,5) (31,5)
>10 >10 7,5+0,6° >10
12 horas (31,5) (31,5) (23,5) (31,5)
53+ 0,7° 5,5+ 0,9° 2.5+ 0,04° 41+0,9°
24 horas (16,6) (17,4) (7,8) (12,9)
20+0,2 21+03 1,5+ 0,05 1,8+0,1
36 horas 6.2) (6.6) (4,8) (5.8)
12+0,2 20+0,9 1,6+0,1 1,0£0,1
48 horas (3,69) (6,4) (5,0) (3,2)
0,9+0,1 1,0+0,1 1,4+ 0,05 1,0£0,2
60 horas (2,7) (6,0) (4,5) (3,1)
0,4 + 0,02 1,8+0,2 1,7+0,2 0,5+ 0,03
72 horas (1,4) (5.7) (5.4) (1,7)

a, (p < 0,05) ANOVA seguido por Student Newman Keuls comparado entre as

horas de cada linhagem. Os valores de Clso foram determinados por regressao

nao-linear usando o programa Prism versao 4.0 (Graphpad Software, Inc).
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Figura 16 — Curva de crescimento de células de leucemia humana tratadas
com piplartina. A viabilidade celular foi determinada por exclusdo de azul de tripan
nos tempos de 24 (m), 36 (o) , 48 (e), 60 (o) e 72 (A) horas ap6s a incubagéo. Os
dados correspondem a média £+ E.P.M. de trés experimentos independentes
realizado em duplicata para as células de leucemia humana HL-60 (A), JUKART

(B), K-562 (C) e MOLT-4 (D). Os resultados com 3h, 6h e 12h ndo foram

mostrados.

61



4.2.2. Viabilidade celular - Exclusao por Azul de Tripan

O ensaio de viabilidade celular de exclusdo por azul de tripan permitiu a
comparacédo do padrdo de crescimento das células tratadas e n&o-tratadas pela

contagem diferencial de células viaveis e nao-viaveis de cada tratamento.

A analise da viabilidade celular em linhagens leucémicas HL-60 e K-562 por
exclusdo de azul de tripan, depois de 24 horas de exposicdo demonstram que a
piplartina causou uma significante redugdo no numero de células viaveis nas
concentragdes 2,5, 5, e 10 pg/ml (Figura 17), mas apenas nas células tratadas
com piplartina 10pg/ml um aumento do numero de células né&o-viaveis foi
observado (p < 0,05). A piplartina apresentou efeitos similares em ambas as
linhagens celulares. A doxorrubicina foi testada como controle positivo na
concentragao de 0,3 pg/mL causando 68,8% e 57,3% de redugédo no numero de

células viaveis para HL-60 e K-562, respectivamente.

4.2.3. Inibicdo da sintese de DNA — Incorporacéo de BrdU

Neste ensaio, foi avaliada a capacidade proliferativa das células tratadas
em comparacgao as nao-tratadas pela incorporacéo de BrdU no DNA. A figura 18
apresenta o efeito da piplartina na inibicdo da sintese de DNA por células
leucémicas HL-60 e K-562 depois de 24 horas de exposigéo.

Como observado no ensaio de citotoxicidade, a piplartina apresentou
efeitos similares em ambas as linhagens, porem de maneira mais intensa na
linhagem HL-60. Na concentragcdo de 5 pyg/ml, piplartina causou uma inibigdo da
sintese de DNA de 88% e 37% para as células leucémicas HL-60 e K-562
respectivamente. Na concentragao de 2,5 pg/ml a inibigao foi de 50% e 49% para
as mesmas celulas. Na concentragado de 10 ug/ml a inibigcdo da sintese de DNA
pela piplartina foi de 100% em ambas as linhagens celulares (p < 0,05). A
doxorrubicina (0,3 ug/ml) foi usada como controle positivo e causou inibigdo da
sintese de DNA em 40,3% e 33,1% em HL-60 e K-562 respectivamente.
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Figura 17 — Efeito da piplartina na viabilidade das células leucémicas HL-60
(A) e K-562 (B) determinada por exclusdo de azul de tripan depois de 24 horas de
incubacgéo. O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo usado para diluir a

droga (DMSO 0,2%). Doxorubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle positivo

(D). Os dados correspondem a média

independentes. a, p < 0,05 comparado com o controle negativo por ANOVA

seguido por Student Newman Keuls.
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Figura 18 — Efeito da piplartina na sintese de DNA em células leucémicas
HL-60 (A) e K-562 (B) depois de 24 horas de incubagao. O controle negativo (C)
foi tratado com o veiculo usado para diluir a droga (DMSO 0,2%). Doxorubicina
(0,3 pg/mL) foi usada como controle positivo (D). Os dados correspondem a média
+ E.P.M. de trés experimentes independentes. a, p < 0,05 comparado com o
controle negativo por ANOVA seguido por Student Newman Keuls.



4.2.4. Andlise morfolégica — Coloracao diferencial por hematoxilina/eosina

As figuras 19 e 20 apresentam a analise morfolégica das células HL-60 e K-
562, respectivamente, tratadas e nao-tratadas com piplartina. A coloragcdo das
células nao-tratadas permitiu observar que estas se apresentam normais, com

nucleos volumosos, citoplasmas homogéneos e ocasionais figuras mitoticas.

As células tratadas com piplartina na concentragdo de 2,5 pg/mL
apresentaram condensacgao da cromatina e fragmentagao nuclear (Figuras 19C e
20C). Na concentragcdo de 5 pg/mL, piplartina causou redugdo no volume das
células, vacuolizacdo, condensagdo da cromatina, nucleo picnotico e
fragmentacdo do DNA (Figuras 19D e 20D). Na presenca de 10 pg/mL de
piplartina, muitas células foram vistas com nucleo picnético, fragmentagdo do
DNA, vacuolizacdao e desestabilizacdo da membrana plasmatica, indicando um
aumento no numero de células mortas (Figuras 19E e 20E). Condensacéo da
cromatina e fragmentagdo nuclear também foram observadas na presenca de
doxorrubicina 0,3 pg/ml (Figuras 19B e 20B). Estes dados foram observados em

ambas as linhagens celulares, porem de maneira mais intensa na linhagem HL-60.

4.2.5. Analise morfolégica — Coloracdo Diferencial por Brometo de

Etidio/Laranja de Acridina

Apos as células HL-60 e K562 terem sido tratadas com 5 pg/mL e 10 pg/mL
da piplartina por 24 horas ocorreu um significante aumento do numero de células
necroéticas (Figura 21). A necrose induzida por piplartina ocorreu de forma
dependente da concentragdo (p < 0,05). Em contrario, as células tratadas com
doxorrubicina apresentaram caracteristicas de células apoptéticas. Estes dados
foram observados em ambas as linhagens celulares, porem de maneira mais
intensa na linhagem HL-60. As figuras 22 e 23 ilustram o processo de indugao de
morte celular observado por microscopia de fluorescéncia. O controle experimental

apresentou ocasionais células apoptoéticas e raras células necradticas.
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Figura 19 — Fotomicrografia das células HL-60 coradas com

hematoxilina/eosina. Células nao-tratadas (A), tratadas com piplartina (2,5 pg/mL,
C), piplartina (5 pg/mL, D) ou piplartina (10 pg/mL, E) foram analisados por
microscopia Optica (x400). Doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle
positivo (B). As setas brancas indicam fragmentagao e condensagéo da cromatina

e as setas pretas indicam nucleo picnoticos.

66



Figura 20 - Fotomicrografia das células K-562 coradas com

hematoxilina/eosina. Células nao-tratadas (A), tratadas com piplartina (2,5 pg/mL,
C), piplartina (5 pg/mL, D) ou piplartina (10 pg/mL, E) foram analisados por
microscopia Optica (x400). Doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle
positivo (B). As setas brancas indicam fragmentagao e condensagéo da cromatina

e as setas pretas indicam nucleo picnoéticos.
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Figura 21 — Efeito da piplartina em células leucémicas HL-60 (A) e K-562
(B), analisados por Brometo de Etidio/Laranja de Acridina depois de 24 horas de
incubagdo. O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo usado para diluir a
droga (DMSO 0,2%). Doxorubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle positivo
(D). Os dados correspondem a média
independentes. a, p < 0,05 comparado com o controle negativo por ANOVA

seguido por Student Newman Keuls.
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Figura 22 — Fotomicrografia das células HL-60 coradas com Brometo de

Etidio/Laranja de Acridina. Células nao-tratadas (A), tratadas com piplartina (2,5
pug/mL, C), piplartina (5 pg/mL, D) ou piplartina (10 pg/mL, E) foram analisados por
microscopia de fluorecéncia (x400). Doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como
controle positivo (B). As setas verdes indicam células viaveis, as amarelas indicam

células apoptadticas e as vermelhas indicam células necraticas.
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Figura 23 — Fotomicrografia das células K-562 coradas com Brometo de

Etidio/Laranja de Acridina. Células nao-tratadas (A), tratadas com piplartina (2,5
pug/mL, C), piplartina (5 pg/mL, D) ou piplartina (10 pg/mL, E) foram analisados por
microscopia de fluorecéncia (x400). Doxorrubicina (0,3 pug/mL) foi usada como
controle positivo (B). As setas verdes indicam células viaveis, as amarelas indicam

células apoptdticas e as vermelhas indicam células necroticas.
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4.3. Estudo da atividade antitumoral in vivo

4.3.1. Avaliagdo do efeito da piplartina e piperina em camundongos

transplantados com Sarcoma 180

A atividade antitumoral in vivo da piplartina e da piperina foi determinada
utilizando o modelo experimental do Sarcoma 180. Foi observado que ambas as
amidas inibiram de forma significativa o crescimento tumoral. 24 horas apds a
ultima dose os animais foram sacrificados e os tumores foram dessecados e
pesados. A figura 24 apresenta valores da massa umida dos tumores dos animais
tratados e ndo-tratados. A massa umida dos tumores dos animais controle (DMSO
10%) foi de 1,96 £ 0,13 g, enquanto que os animais tratados com piplartina foram
de 1,41 £ 0,11 g e 0,94 £ 0,16 g para as doses de 50 e 100 mg/kg/dia
respectivamente (p < 0,05). O tratamento dos animais com piperina apresentaram
valores de 0,89 + 0,20 ge 0,85 + 0,12 g para as mesmas doses (p < 0,05). Ja os
animais tratados com 5-Fluorouracil (25mg/kg/dia) apresentaram valores de 0,46 +
0,08 g (p < 0,05). Os percentuais para inibicdo do crescimento tumoral foram de
28,67 % e 52,27 % nas doses de 50 e 100 mg/Kg/dia para a piplartina,
respectivamente, enquanto que a piperina inibiu em 55,01 % e 56,79% nas
mesmas doses, respectivamente. Nos animais tratados com 5-fluorouracil
(25mg/Kg/dia), a inibigdo tumoral foi de 76,74 %.

4.3.2. Deteccédo de Ki-67 por imunohistoquimica

A Figura 25 mostra a quantidade de células reativas para o marcador Ki67
nos tumores de animais tratados e nao-tratados. Foi observado que os tumores
dos animais tratados com piplartina (inibicdo de 45,1%) e 5-FU (inibicado de 94,3%)
apresentaram uma redugdo significante no numero de células Ki67 positivas
quando comparado com o controle (p < 0,05). A piperina n&o foi capaz de reduzir

o numero de células Ki67 positivas (p < 0,05).
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Figura 24 — Efeito da piplartina (50 ou 100 mg/Kg/dia, A) e da piperina (50
ou 100 mg/Kg/dia, B) sobre a massa tumoral de animais transplantados com
Sarcoma 180. O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo usado para diluir a
droga (DMSO 10%). 5-Fluorouracil (25 mg/Kg/dia) foi usado como controle
positivo (5-FU). Os valores correspondem a média + E.P.M. de dez animais. a, p <

0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por Student

Newman Keuls.
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Figura 25 — Efeito da piplartina (100 mg/Kg/dia) e da piperina (100
mg/Kg/dia) sobre a proliferagado tumoral de animais transplantados com Sarcoma
180 usando o anticorpo Ki67. O controle negativo foi tratado com o veiculo usado
para diluir a droga (DMSO 10%). 5-Fluorouracil (25 mg/Kg/dia) foi usado como
controle positivo (5-FU). Os valores correspondem a média + E.P.M. da contagem
de células Ki67 positivas de 4-6 campos/ tumor. a, p < 0,05 comparado com o

grupo controle negativo por ANOVA seguido por Student Newman Keuls.
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4.3.3. Analise morfoldgica e histopatolégica

Apos o tratamento com as amidas, piplartina ou piperina, os pesos dos rins
e figados ndo mostraram diferengas significantes em nenhuma das doses
utilizadas (50 ou 100mg/Kg/dia) quando comparados com o grupo controle,
enquanto os pesos dos bagos dos animais tratados com piperina (100mg/kg/dia)
mostraram reduc¢do significante (p < 0,05). Ja o tratamento com 5-fluorouracil
(25mg/Kg/dia) apresentou uma redugédo significante nos pesos dos orgéaos (p <

0,05) em relagao ao grupo controle (Tabela 5).

As analises histopatoléogicas dos animais do grupo controle
apresentaram o rim com estrutura glomerular preservada e sem maiores
peculiaridades. As analises histopatolégicas dos rins de animais tratados com as
amidas, piplartina e piperina, mostraram discretas alteragbes no epitélio tubular
proximal, com preservagao da estrutura glomerular. As alteragdes parecem ser
mais intensas nos animais tratados com piplartina. Porem, as alteracdes epiteliais
observadas podem ser consideradas reversiveis ndo indicando quadro de

nefrotoxicidade (Figuras 26 e 27).

Por outro lado, a analise histopatolégica do figado demonstrou
moderada toxicidade frente as amidas, piplartina e piperina. Diferente do que foi
observado nos rins, a analise histopatolégica dos figados dos animais tratados
com piperina apresentou-se de maneira mais intensa. Tais aspectos histolégicos
incluiram hiperplasia das células de Kupffer, areas de congestdo venosa
centrolobular, infiltrado local de células inflamatdrias crbnicas, intensa tumefagao
turva de hepatdcitos, graus variados de esteatose em microgotas e hemorragia
sinusoidal (Figuras 28 e 29). Nao foi encontrada diferenga nas analises dos bagos

dos animais tratados com as amidas em relag&o ao grupo controle.

As analises histopatoldgicas realizadas nos rins apds tratamento com 5-
FU (25mg/Kg/dia) apresentaram discretas areas de tumefagao turva do epitélio
tubular. Enquanto no figado foram observadas: congestdo da veia portal e da veia
centrolobular, tumefagao turva dos hepatécitos (indicando intenso trabalho do
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figado para a metabolizagdo da droga), hiperplasia das células de Kupffer, além
de muitos focos inflamatérios. Estas alteragdes indicam discreta hepatotoxicidade,

porém de natureza reversivel.

As analises histopatoldgicas dos tumores retirados de camundongos do
grupo controle negativo mostraram neoplasia constituida por células redondas e
poligonais, com nucleos hipercromaticos, exibindo por vezes binucleagédo e graus
variados de pleomorfismo celular e nuclear. Foram visualizadas mitoses, invasao
muscular e areas de necrose de coagulagdo. Nos tumores dos animais tratados
com 5-FU, piperina ou piplartina, as areas de necrose de coagulagdo eram mais
extensas do que as observadas no animais do grupo controle, demonstrando

morte celular.

A tabela 6 apresenta um resumo dos resultados obtidos com as amidas

piplartina e piperina.
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Tabela 5 — Efeito da piplartina (50 ou 100 mg/Kg/dia), piperina (50 ou 100

mg/Kg/dia) ou 5-Fluorouracil (25 mg/Kg/dia) sobre o peso dos érgaos (figado, rins

e bago) dos animais, transplantados com Sarcoma 180. Os valores correspondem

a média + E.P.M. de dez animais.

Dose Figado Baco Rins
Droga (mg/kg/dia) (g/100g de massa (g/100g de massa (g/100g de massa
corpdrea) corpdrea) corpérea)

Controle - 4,99 +0,18 0,61+ 0,06 1,22 + 0,08

50 4,58 £ 0,26 0,63 + 0,05 1,04 + 0,05
Piplartina

100 5,10 £ 0,32 0,69 + 0,06 1,25+ 0,07

50 4,40 £ 0,24 0,48 + 0,06 1,02 £ 0,04
Piperina

100 5,06 £ 0,19 0,40 £0,03° 1,12 £ 0,04
5-FU 25 4,93 +0,24 0,25 +0,05% 1,18 £ 0,08

a, p < 0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por

Student Newman Keuls.

76



Figura 26 — Histopatologia dos rins de camundongos transplantados com
células tumorais de Sarcoma 180. O controle negativo (A) foi tratado com o veiculo
usado para diluir a droga (DMSO 10%). 5-fluorouracil (25 mg/Kg/dia, B) foi usado
como controle positivo (5-FU). Os animais foram tratados com piplartina (50 ou
100mg/Kg/dia, C ou D), respectivamente (400X).
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Figura 27 — Histopatologia dos rins de camundongos transplantados com
células tumorais de Sarcoma 180. O controle negativo (A) foi tratado com o veiculo
usado para diluir a droga (DMSO 10%). 5-fluorouracil (25 mg/Kg/dia, B) foi usado
como controle positivo (5-FU). Os animais foram tratados com piperina (50 ou 100
mg/Kg/dia, C ou D), respectivamente (400X).
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Figura 28 — Histopatologia do figado de camundongos transplantados com

células tumorais de Sarcoma 180. O controle negativo (A) foi tratado com o veiculo
usado para diluir a droga (DMSO 10%). 5-fluorouracil (25 mg/Kg/dia, B) foi usado
como controle positivo (5-FU). Os animais foram tratados com piplartina (50 ou
100mg/Kg/dia, C ou D), respectivamente (400X).
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Figura 29 — Histopatologia do figado de camundongos transplantados com
células tumorais de Sarcoma 180. O controle negativo (A) foi tratado com o veiculo
usado para diluir a droga (DMSO 10%). 5-fluorouracil (25 mg/Kg/dia, B) foi usado

como controle positivo (5-FU). Os animais foram tratados com piperina (50 ou 100
mg/Kg/dia, C ou D), respectivamente (400X).



Tabela 6 — Resumo dos resultados obtidos com as amidas piplartina e piperina.

Piplartina Piperina

Estudo da atividade citotéxica in vitro

‘L : ++ +++
Toxicidade Aguda em Artemia sp
Potencial Antimitético em Ovos de Ourigo do Mar T T
Atividade Hemolitica ) )
Inibicdo da Proliferagcado de Células Tumorais -MTT T *
Estudo do mecanismo de acdo em células
leucémicas
Curva de crescimento celular i N.D.
Viabilidade celular - Exclusao por Azul de Tripan * N.D.
Inibicdo da sintese de DNA i N.D.
Estudo da atividade antitumoral in vivo
Avaliacdo do efeito da piplartina e piperina em i i
camundongos transplantados com Sarcoma 180

++ -

Deteccao de Ki-67 por imunohistoquimica.

+ Fracamente ativa

++ Ativa

+++ Fortemente ativa
- Nao ativa

N.D. Nao determinado.

81



DISCUSSAQO

82



5. DISCUSSAO

O potencial de plantas superiores como fonte de substancias bioativas € um
campo ainda praticamente inexplorado. Dentre as 250 mil espécies vegetais
estimadas no planeta, somente uma pequena porcentagem foi estudada quanto a
sua composi¢gao micromolecular. Quando se considera o numero de plantas
submetidas a ensaios biolégicos ou farmacoldgicos esse percentual € ainda menor
(HAMBURGER & HOSTETTMANN, 1991; RATES, 2001; NEWMAN et al., 2003).
Produtos naturais continuam sendo a principal fonte de novos compostos para o
desenvolvimento de agentes anticAncer mais eficientes (PEZZUTO, 1997;
NEWMAN et al., 2003).

O desenvolvimento de novas drogas bioativas necessita de modelos
apropriados para a identificagdo de alvos moleculares que sejam fundamentais no
crescimento celular seja in vitro ou in vivo. Entre os principais alvos intracelulares
temos o DNA, RNA, microtubulos e enzimas (LODISH, et al., 1999; CRAGG &
NEWMAN, 2005). Moléculas isoladas de plantas e outros organismos naturais
estdo provando ser importantes fontes de novos inibidores da acao destas
moleculas chave, e possuem o potencial para desenvolvimento de agentes
anticancer seletivos (CRAGG & NEWMAN, 2005).

Em geral, as espécies do género Piper sado importantes econbmica e
medicinalmente. O interesse pela quimica desse género evolui bastante ao longo
dos anos devido ao grande numero de espécies estudadas e compostos isolados
com importante valor farmacoldgico. Algumas espécies deste género tém sido
bem investigadas do ponto de vista fitoquimico e farmacologico. Nos estudos
fitoquimicos realizados com as espécies do género Piper, verificou-se a presenga
de varias classes de metabdlitos secundarios. Estes apresentaram atividades
farmacolégicas comprovadas como: antimicrobiana, moluscicida, fungicida,

inseticida e antiinflamatdria (revisado por BALDOQUI et al., 1999). Dentre estes,
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os alcaldides/amidas apresentam varios compostos farmacologicamente ativos
(revisado por PARMAR et al., 1997).

Piplartina e piperina sao alcaléides/amidas obtidos de plantas do género
Piper. Varios alcaléides/amidas tém sido apresentados como agentes citotoxicos
em linhagens tumorais (TSAIl et al., 2005). O presente trabalho avaliou,
inicialmente, a atividade da piplartina e da piperina em trés modelos celulares, a
saber, células tumorais, eritrécitos de camundongos e ovos de ourico do mar;
além da toxicidade aguda em nauplios de artémia. Posteriormente, foi avaliado o
possivel mecanismo pelo qual a piplartina apresenta seu efeito citotoxico
utilizando células leucémicas. E finalmente, foi avaliada a atividade antitumoral
dessas amidas em camundongos transplantados com tumor Sarcoma 180. Vale
ressaltar que a piperina nao foi estudada nas células leucémicas, uma vez que

nas concentragdes testadas no ensaio do MTT n&o se observou atividade.

O ensaio da letalidade de organismos simples, como o microcrustaceo
marinho Artemia sp., permite a avaliagao da toxicidade geral e é considerado um
bioensaio preliminar no estudo de extratos e metabdlitos secundarios com
potencial atividade biologica (MEYER et al., 1982). Este ensaio, apesar de nao
selecionar compostos com atividade antitumoral, tem mostrado uma boa
correlagdo com a existéncia de substancias que possuem esse tipo de toxicidade
e tem sido amplamente utilizado para screenings com essa finalidade (MUNRO et
al., 1987). Neste ensaio, a piperina apresentou-se pelo menos 14 vezes mais

potente que a piplartina.

A toxicidade aguda em Artemia sp. da piperina foi previamente descrita por
Padmaja e colaboradores em 2002 quando estes através de um programa de
screening descreveram o potencial toxico de varias plantas utilizadas na medicina
hindu, onde a piperina apresentou um DLsy = 2,4 uyg/mL (PADMAJA et al., 2002)
que é semelhante ao encontrado neste trabalho DLsy = 2,8 pg/mL. A Piperina
também apresentou atividade repelente e inseticida mais potente quando
comparada com outras amidas, e este efeito foi atribuido a presenga de um grupo

metilenedioxifenil e uma amida ciclica (Figura 26 - revisado por PARMAR et al.,
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1997). Este grupo também parece ser importante para o ensaio de toxicidade
aguda em Artemia sp., pois a piperina apresentou maior atividade neste ensaio

quando comparada a piplartina.

0]
O S
@]
Grupo metilenedioxifenil Amida ciclica

Figura 30 — Estrutura quimica da piperina. Em azul estao sendo detalhados
os grupos farmacoféricos para a atividade repelente para inseto e toxicidade

aguda em Artemia sp.

O teste do ourigo-do-mar, por sua vez, € amplamente utilizado no estudo de
drogas com efeitos citotoxicos e teratogénicos (JACOBS & WILSON, 1986). Os
ovos de ourigo apresentam extrema sensibilidade a agentes toxicos e uma série
de peculiaridades no seu ciclo de desenvolvimento, tornando-o bastante
elucidativo no estudo de drogas com potencial antiproliferativo. A inibicdo da
divisdo celular pode estar relacionada a varios eventos envolvidos nesse
processo, como a sintese de DNA e RNA, sintese protéica e polimerizagéo de
microtubulos. No ensaio dos ovos do ourigo-do-mar, esses processos podem,
muitas vezes, ser analisados individualmente (FUSETANI, 1987). O ciclo celular
das células embrionarias de ourico-do-mar é bastante abreviado. E destituido da
fase G4, que antecede a fase S e a fase G, encontra-se bastante reduzida. Desta
maneira, drogas que atuam durante a fase G4 nao apresentam atividades neste

bioensaio.

Ambas as amidas, piplartina e piperina, induziram inibicdo do
desenvolvimento dos ovos de ourico do mar Lytechinus variegatus de maneira

dependente da concentragdo durantes todas as fases examinadas, primeira e
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terceira divisdes e blastula. Neste ensaio, a piplartina foi a mais ativa, sendo 2, 2,3
e 3,5 vezes mais potente que a piperina na primeira e terceira divisdes e blastula,
respectivamente. De acordo com Jacobs et al., (1981), se uma substancia pura
promove 100% de inibicdo neste ensaio na concentragao de 16 pg/ml ou menos,
esta pode ser considerada muito ativa. Assim ambas as amidas podem ser
consideradas muito ativas, pois inibiram completamente a mitose dos ovos em

concentragdes menores que 7 pg/ml.

A sintese de RNA, por sua vez, ndo ocorre nas primeiras divisdes dessas
células, sendo todo o RNA utilizado na sintese protéica proveniente do gameta
feminino (BRANDHORST, 1985). Drogas como a actinomicina D, que bloqueiam
este processo, somente inibem o desenvolvimento embrionario do ourico a partir
do estagio de morula, quando novo RNA é sintetizado (FUSETANI, 1987).
Compostos que atuam no fuso mitético da célula inibem, tdo logo, a primeira
clivagem dos ovos. O tratamento com Citocalasina B, um inibidor da polimerizagao
dos microfilamentos, induz o aparecimento de embrides unicelulares polinucleados
(FUSETANI, 1987). Manchas circulares esbranquigadas, correspondentes a regido
nuclear, interrompem a homogeneidade do citoplasma e aparecem duplicadas,
quadruplicadas ou em maior nimero numa unica célula. Isto sugere que houve a
duplicagcdo do nucleo sem a ocorréncia de citocinese. Os ovos tratados com
piplartina e piperina apresentaram o citoplasma homogéneo, assim este processo
parece nao ser afetado.

Compostos que inibem a sintese de DNA podem mostrar seus efeitos
desde a primeira clivagem, quando ha um pico de produgdo de DNA. No entanto,
também foi observado que, em alguns casos, ovos tratados com drogas com este
mecanismo de agao especifico continuam a se dividir, em média, oito ou nove
vezes ante de morrer. Os efeitos de inibidores da sintese de DNA foram descritos
como retardo no desenvolvimento e o surgimento de blastbmeros com tamanhos
variados numa unica célula. A sincronia de divisdo dos ovos também ¢é afetada.
Estes efeitos foram relatados para ovos tratado com afidilcolina, um inibidor

seletivo de DNA polimerase a e para o quimioterapico 5-fluorouracil (FUSETANI,
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1987). Estes compostos afetam especificamente a sintese de DNA, sem causar
qualquer interferéncia na sintese de RNA ou proteinas. Inibidores da sintese
protéica como, por exemplo, a ciclohexamida, bloqueiam o desenvolvimento
embrionario dos ovos desde a primeira divisdo (FUSETANI, 1987). Sendo assim, a
atividade antimitdtica da piplartina e pipereina parece estar relacionada com a
inibicdo da sintese de proteina e/ou DNA. Entretanto, ambas substéncias parecem
desestabilizar a membrana das células do embrido. A piperina induz alteragdes na
membrana associada com a inibicdo da mitose desde a primeira divisdo, enquanto
que células destruidas por piplartina sé foram observadas depois de algumas

horas de contato.

A membrana dos eritrécitos € uma estrutura delicada que pode ser
significantemente alterada através de interagdes com drogas (AKI & YAMAMOTO,
1991). Estudos da literatura indicam que algumas substancias isoladas de plantas
como polifenois, epicatecinas, glicosideos estéril, saponinas triterpenendides e
outros podem causar alteragdes na membrana de células vermelhas e produzir
hemolise (NG et al., 1986; BADER et al., 1996; GRINBERG et al., 1997; ZHANG
et al., 1997).

Desde que a inibigdo da mitose dos ovos de ourigo parece estar associada
com danos na membrana, os compostos foram testados quanto ao seu potencial
de induzir lise em hemacias de camundongos. No entanto, nenhumas das amidas
apresentaram efeito hemolitico nas concentracbes testadas. Isto sugere que o
mecanismo de citotoxicidade dessas amidas n&o esta relacionado a danos nas
membranas celulares e provavelmente estas estejam atuando por caminhos mais

especificos.

A determinacdo da citotoxicidade in vitro tem se mostrado eficaz na
descoberta de novos agentes anti-tumorais. A maneira mais rapida, facil e
sensivel € o screen com modelos in vitro (CRAGG & NEWMANN, 2000). Os testes
em linhagens celulares humanas in vitro foram escolhidos, pois, segundo Venditi
(1983), os ensaios com células leucémicas murinas in vivo apresentavam muitas

vezes resultados falso-negativos para atividade anti-tumoral de novos compostos.
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Enquanto que os mesmos compostos quando testados em células tumorais
humanas apresentavam resultados positivos na inibicdo da formagao de coldnias.
Esta constatagdo sugeriu que o screening usando células tumorais humanas in
vitro era preferencial no desenvolvimento de novas drogas antitumorais
(SHOEMAKER et al., 1984). Pelo fato de os modelos celulares para o estudo da
toxicidade serem mais econdmicos, rapidos e fornecerem resultados mais
facilmente quantificaveis e com maior reprodutibilidade que os in vivo, o interesse
por inovagdes neste campo aumenta tanto quanto as necessidades das limitagcdes
ja existentes (FORNELLI et al., 2004).

Como observado no ensaio de atividade antimitdética em ovos de ourigo do
mar, a piplartina foi mais potente que a piperina quanto a citotoxicidade em
linhagens de células tumorais. A citotoxicidade de ambas as amidas s&o descritas
na literatura (DUH et al., 1990; DUH & WU, 1990; SUNILA & KUTTAN, 2004).
Como demonstrado antes, a piplartina apresentou uma forte citotoxicidade para as
linhagens celulares KB (carcinoma nasofaringe), P-388 (leucemia linfocitica), A-
549 (carcinoma de pulmao) e HT-29 (carcinoma de colon) e através de estudos da
relacdo estrutura-atividade, os autores sugeriram que esta maior citotoxicidade
deve-se a presenga de duas carbonilas a,B-insaturadas (Figura 27 - DUH et al.,
1990; DUH & WU, 1990). Nossos dados corroboram com esta hipétese, uma vez
que a piperina ndo apresenta este grupamento, sendo fracamente citotoxica.
Outros estudos mostraram que a piperina foi citotoxica para as células de linfoma
de Dalton (DLA), carcinoma de Erlich (EAC), L929 e B16 em concentragdes iguais
ou maiores que 25 pg/ml (SUNILA & KUTTAN, 2004; PRADEEP & KUTTAN,
2002).
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Figura 31 — Estrutura quimica da piplartina. Em azul estdo sendo

detalhados os grupos farmacoféricos para a atividade citotoxica.

De qualquer modo, a piplartina apresentou os resultados mais promissores
como agente citotoxico do que a piperina, que foi apenas fracamente ativa. Assim,
a piplartina foi estudada quanto ao seu mecanismo de agdo em modelos

experimentais in vitro.

A construgao da curva de crescimento celular pode fornecer informagdes
importantes sobre a cinética da cultura de células em questdo. A observagdo, em
curtos intervalos, dessas culturas tratadas permite avaliar a agao citotéxica
temporal da droga assim como o acompanhamento das alteragdes morfoldgicas
das células a medida que vao acontecendo. Assim, foi avaliado o efeito da
piplartina durantes varios intervalos de tempo em células leucémicas de linhagens
linfociticas (JUKART e MOLT-4) e mieldides (HL-60 e K-562).

A determinacdo da curva de crescimento celular ilustra bem esses
achados. O efeito da piplartina na proliferacdo de células leucémicas das
linhagens T e mieldides parece ser semelhante. A piplartina apenas foi capaz de
afetar a viabilidade celular depois de um periodo de exposicdo de 24 horas. Isto
sugere que a atividade citotdxica da piplartina pode ser devida a alguma

interferéncia com uma fase especifica do ciclo celular.

A piplartina apresentou um efeito citostatico e citotoxico dependente da
concentragdao. Nas maiores concentracdes, a piplartina causou uma reducgao do

numero de células viaveis associada com um aumento do numero de células nao-
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viaveis, o que seria um efeito citotoxico. Entretanto, nas menores concentracdes
nao houve um aumento do numero de células nio-viaveis, mas apenas uma
reducdo da proliferacao celular, o que corresponde a uma acéao citostatica. Assim,
a piplartina parece atuar por mais de uma via, na qual dependendo da intensidade
do dano esta pode apresentar-se como uma droga citotéxica ou citostatica. Isto
confirma que a indugdo da morte celular e o efeito citostatico causados pela
piplartina s&do devido a alteragdes em alguma fase especifica do ciclo celular
(KIRSCH-VOLDERS et al., 1997; FENECH, 2000).

Modelos celulares sdo ferramentas uteis e necessarias para estudar o
potencial citotéxico de um composto, traduzido, inicialmente, pela sua capacidade
de induzir a morte celular, e as linhagens HL-60 (leucemia promielocitica) e K-562
(leucemia mielocitica crbnica) estdo entre os modelos celulares de origem
mieldide mais amplamente utilizados (GRZANKA et al., 2003; DELGADO et al.,
2005; STEFANSKA et al., 2005). Sendo assim, essas linhagens foram escolhidas

para o estudo do mecanismo de acao citotdxica da piplartina

As células da linhagem HL-60 s&o derivadas do sangue periférico de um
paciente com leucemia promielocitica aguda, tendo sido caracterizada e sua
cultura primeiramente estabelecida por Collins et al. (1977). A linhagem HL-60
pode ser caracterizada pela predomindncia de neutréfilos promielociticos
proeminentemente assincronicos na relacdo nucleo/citoplasma, diferenciacao
espontanea de 10% das células cultivadas para o estagio monocitico e atividade
fagocitaria e quimiotatica (COLLINS et al., 1977; GALLAGHER et al.,, 1979;
COLLINS, 1987).

Leucemia mielocitica cronica humana (LMC) é uma malignicidade
hematoldgica caracterizada pela translocagdo reciproca balanceada do
protooncogene c-abl do cromossomo 9 para uma regido do gene Bcr no
cromossomo 22 (Maru, 2001). Isto leva a formagdo do cromossomo Filadélfia
(cromossomo Ph). As células de linhagens de LMC, como, por exemplo, K-562,
sao relativamente resistentes a apoptose induzido por varios agentes anticancer

incluindo etoposideo e cisplatina. Esta apresenta o cromossomo Ph, que confere
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resisténcia a varios agentes antileucémicos (SLUPIANEK et al., 2000; DI BACCO
et al., 2000; LIU et al., 2002).

Os modelos propostos para estudar a citotoxicidade da piplartina em células
HL-60 e K-562 ap6s 24h foram: analise da viabilidade celular por exclusao de azul
de tripan, inibicdo de sintese de DNA por incorporagdo de BrdU, analise
morfolégica por coloragdo diferencial por hematoxilina/eosina ou brometo de
etidio/acridina laranja. A doxorrubicina, um agente anticancer de amplo espectro
vastamente utilizado na clinica tanto para o tratamento de tumores sélidos quanto
para leucemias, foi usada como controle positivo dos experimentos na

concentragao de 0,3 pg/mL por apresentar mecanismo de agao conhecido.

A exclusao por azul de tripan € um ensaio de viabilidade celular que
quantifica as células capazes de drenar o corante acido azul de tripan para fora da
célula em contraposicdo aquelas que ndo possuem essa capacidade. A absorgao
deste corante € um forte indicativo de dano na membrana plasmatica que culmina
na morte celular e fornece uma resposta sobre a viabilidade através da
comparagao do padrao de crescimento das células tratadas e nao-tratadas pela
contagem diferencial de células viaveis e nao-viaveis (CHAROENPORNSOOK et
al. 1998; HYNES et al., 2003; MINERVINI et al. 2004).

A piplartina nas menores concentracdes diminuiu o numero de células
viaveis, sem aumentar o numero de células nao-viaveis, esses dados confirmam
com o0s encontrados na curva de crescimento celular, indicando que
possivelmente seu efeito consista no bloqueio da divisdo celular. Entretanto,
quando as células foram tratadas com piplartina na maior concentracido houve
uma diminuicdo do numero de células viaveis associada com um aumento no
numero de células nao-viaveis, apresentando assim um mecanismo diferente do

que o proposto anteriormente, sugerindo uma acao dependente da concentragéo.

Como citado anteriormente, a piplartina apresentou atividade antimitética
em ovos de ourico do mar desde a primeira divisdo e esta pode estar relacionada
com inibicdo da sintese de proteina e/ou DNA. Os dados da curva de
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crescimentos colaboram com esta hipotese ja que o efeito da piplartina sobre a
proliferagao celular apenas foi significante apés um periodo de incubacao de 24
horas. Assim, piplartina foi testada quanto a sua capacidade de inibir a sintese de

DNA através da deteccao da incorporacao de BrdU.

O conteudo de DNA e a incorporagcao de 5-BrdU podem ser medidos
conjuntamente para determinar o indice de sintese de DNA através da
porcentagem de células que incorporaram a 5-BrdU (DOLBEARE et al., 1983). Na
cinética celular classica, o ciclo celular é dividido nas fases Gy — S - G, — M para
as células em divisdo, enquanto a fase Gy refere-se as células quiescentes ou
nao-proliferantes (RAZA et al., 1991). As células na fase S, de sintese, estao
fabricando novo material genético e, portanto, utilizando-se dos nucleotideos do
meio (HOLM et al., 1998). Estas células estdo fadadas a incorporar BrdU em seu
DNA que, por sua vez, pode ser detectado com o uso de anticorpos conjugados

anti-BrdU e técnicas de imuno-histoquimica para sua marcagao.

Nesse ensaio, a piplartina diminuiu a sintese de DNA em todas as
concentragdes testadas, resultando em menor numero de divisdes celulares, o
que complementa os resultados do ensaio do MTT, a curva de crescimento celular

e a exclusdo por azul de tripan.

As coloragdes por H/E e brometo de etidio e acridina laranja (BE/AL)
permitem analisar as caracteristicas morfologicas das células, assim estas s&o

uteis para sugerir o tipo de morte celular, seja por necrose ou apoptose.

Morte celular € um fenbmeno essencial na homeostase do organismo e sua
ocorréncia tem sido documentada durante o desenvolvimento embrionario e pos-
embrionario. Esta ndo é apenas importante para o desenvolvimento normal, mas
também para a vida adulta de muitos organismos vivos (GERCHENSON &
ROTELLO, 1992; WEIL et al., 1996). Dois processos distintos comandam a morte
celular, nomeados apoptose e necrose (MAJNO & JORIS, 1995).

Apoptose é definido por alteragdes morfoldgicas incluindo condensagao da

cromatina, expulsdo de vesiculas, fragmentagcdo nucelar e formacéo de corpos

92



apoptdéticos. Caminhos centrais de sinalizacdo responsaveis pela iniciacdo e
progressdo da apoptose foram identificados. De uma maneira geral, as muitas
formas da apoptose se dao através da ativagdo de uma familia de enzimas de
pelo menos 14 proteases diferentes chamadas de caspases. Caspases séao
sintetizadas como precursores inativos chamados procaspases. A clivagem e
ativacdo das procaspases podem ocorrer devido a uma série de estimulacdes
incluindo ativagdo de receptores de morte e danos no DNA (HERR & DEBATIN,
2001; JOZA et al., 2002). A apoptose é importante durante o desenvolvimento
embrionario, metamorfose, atrofia dependente de hormoénio e inibicado tumoral,
seja regulando o numero de células ou eliminando células danificadas. O processo
de apoptose induz a morte celular de forma altamente regulada que elimina
células ou tecidos indesejados protegendo o organismo contra a formagao de
neoplasmas. O mecanismo defeituoso de apoptose pode ocasionar diversas
patologias, inclusive cancer (MAJNO & JORIS, 1995; OPALKA et al., 2002).

Necrose pode ocorrer no desenvolvimento de varias doencgas incluindo
cancer (DYPBUKT et al., 1994), doengas neurodegenerativas (STAUNTON &
GAFFNEY, 1998) e doengas autoimune (BARINAGA, 1998). Esta pode ser
causada por estimulos téxicos, bem como deplecao de O, e stress oxidativo
(LEIST & NICOTERA, 1997). Em contraste a apoptose, a morte por necrose &,
frequentemente, atribuida simplesmente a perturbagbes metabdlicas ou injurias
mecanicas, onde ha uma rapida desestabilizacdo da membrana plasmatica, sendo
relacionada com a resposta inflamatdria. Muitos estimulos indutores de apoptose
(p. ex., citocinas, isquemia, calor, irradiacéo e patégenos) fazem com que células

da mesma populagdo morram por necrose (SERGEY et al., 2003).

Necrose tem sido considerada um processo de degeneragao
completamente diferente da apoptose. Entretanto, tem sido demonstrado que a
magnitude da injuria inicial e a variagdo do tipo de estimulo decide se a morte
celular sera seguida por apoptose ou necrose (HETTS, 1998). Estudos revelam

que apoptose e necrose ndo sao necessariamente caminhos patoldgicos
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diferentes. Pois, eles podem apresentar os mesmos mensageiros, ativadores e
inibidores (FORMIGLI et al., 2000).

Na analise morfolégica por H/E das células tratadas com piplartina, na
menor concentracao, por 24 horas, ambas as células revelaram uma aparéncia de
sinais morfolégicos de apoptose, incluindo condensacao e fragmentagdo do DNA
(HU et al., 2003). Entretanto, alteragdes tipicas de necrose foram observadas, em
ambas as coloragbes H/E e brometo de etidio e acridina laranja (BE/AL), nas
maiores concentracdes, incluindo nucleo picnotico e desestabilizagcdo da
membrana plasmatica (KUMMAR et al., 2004).

A evolugdo 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). Acredita-se que a
quimioterapia do cancer, em animais e no homem, tem como objetivo reduzir o
numero de células tumorais viaveis, abaixo do qual, as células que sobrevivam ao
tratamento a droga ndo sejam capazes de restabelecer a doencga. Dessa maneira,
os critérios estabelecidos das condi¢cbes experimentais sdo primordiais. Assim, a
selegcdo de tumores devera 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 (PESSOA, 2000). Fundamentado no uso de tumores experimentais
para a identificagdo de produtos naturais originais de plantas com potencial
antitumoral, a atividade antitumoral da piplartina e da piperina foi avaliada em
modelo experimental usando camundongos transplantados com Sarcoma 180. O
5-fluorouracil, um agente anticancer de amplo espectro, vastamente utilizado na
clinica para o tratamento de tumores sélidos, foi usado como controle na dose de
25 mg/kg.

Sarcoma 180 & um tumor original de camundongo e uma das linhagens

celulares mais freqlientemente usadas na pesquisa de atividade antitumoral in
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vivo (LEE et al.,, 2003). Ambas as amidas, piplartina e piperina, apresentaram
atividade neste modelo. A atividade antitumoral in vivo da piperina foi demonstrada
anteriormente em modelo murino usando células asciticas de linfoma de Dalton
(SUNILA & KUTTAN, 2004), entretanto, este foi o primeiro trabalho a relatar a
atividade antitumoral in vivo da piplartina.

Quanto a analise do tecido tumoral, os animais do grupo controle negativo
apresentaram areas de necrose de coagulagédo, sendo, provavelmente devido a
hipoxia tecidual. Nos grupos tratados com as amidas, piplartina e piperina, e 5-FU
essas areas devem-se provavelmente a atividade antitumoral (KUMMAR et. al.,
2004).

De acordo com Sunila & Kuttan (2004), a administracdo da piperina pode
inibir significantemente o crescimento de tumor sdélido induzido por células de
linfoma de Dalton e carcinoma de Ehrlich e esta atividade antitumoral pode esta
relacionada com sua propriedade imunomoduladora, que envolve a ativacao
celular e resposta imune humoral. Entretanto, Selvendiran et al. (2004) sugeriram
que um ou mais caminhos patoldgicas independentes e interdependentes como a
inibicdo da ativagdo de carcindgenos, sua atividade antioxidante e sua
propriedade anti-radical livre podem ser responsaveis pelo potencial anticancer da
piperina.

A piperina também apresenta efeito inibitério em metastase de pulmao em
modelo experimental em células B16F-10 (PRADEEP & KUTTAN, 2002). A
piperina inibe o crescimento de células B16F-10. Isto pode ser devido a inibicao de
isoenzimas p450. N-hexano, um derivado da piperina, também inibe a expressao
de ciclooxigenase-1 (STOHR et al., 2001). Estas propriedades podem contribuir
para a atividade antimetastatica da piperina (PRADEEP & KUTTAN, 2002). A
piperina € um potente inibidor do fator-kB nuclear (NF-kB), metaloproteinase e
genes de citocinas pro-inflamatérias (PRADEEP & KUTTAN, 2004). O fator-kp
nuclear (NF-kPB) esta superexpresso em tumores malignos como por exemplo
cancer coloretal, cancer de mama, leucemias de células T e adenocarcinoma
pancreatico (LIND et al., 2001; NAKSHATRI et al., 1997; MORI et al., 1999).
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Metaloproteinases apresentam um relevante papel na disseminagao do tumor bem
como na degradagdo dos componentes da matrix extracelular, o qual regula
positivamente a invasao e a metastase (CAZORLA, 1998). Assim, essa inibi¢ao da
expressdao do fator-kB nuclear (NF-kB) e metaloproteinases podem ser
responsaveis pela atividade antimetastatica da piperina (PRADEEP & KUTTAN,
2004).

Como ja mencionado o mecanismo que envolve a atividade antitumoral da
piperina ainda n&o esta elucidado. Sua atividade imunomoestimulante é, ainda,
controvertida. Dogras et al. (2004) demonstraram que a piperina na dose de 4,5
mg/kg causou um significante efeito imunomodepressor, diminuindo a massa e a
populagdo de células do bago dos animais tratados. Em nossos resultados, foi
também observada uma redugcdo na massa do bagco nos animais tratados com
piperina, mas apenas na dose de 100 mg/kg. A piplartina, por sua vez, n&o afetou

0 bacgo dos animais tratados.

Através da metodologia de imunohistoquimica, onde utilizou um anticorpo
de proteinas nucleares de células em proliferacdo, obtemos dados sobre a taxa de
proliferacdo das células tumorais. O anticorpo monoclonal Ki67, descrito por
(GERDES et al., 1983), € um anticorpo monoclonal de rato que identifica um
antigeno nuclear associado com as fases G¢, S, G2, e M do ciclo celular. Esta
molécula é expressa ao longo de todo o ciclo celular, menos em Gy € inicio de G1
(GERDES et al.,, 1983). Assim, resultados obtidos pela marcagcdo com Ki67
reforcam que a atividade antitumor da piperina ndo esta relacionada com uma
reducdo da taxa de proliferacdo do tumor. De fato, a piperina possui apenas uma
fraca atividade citotdoxica, o que enfatiza que sua atividade antitumoral ndo esta

relacionada com um efeito antiproliferativo direto nas células tumorais.

De qualquer modo, a atividade da piplartina parece ser diferente daquela
encontrada para a piperina. A atividade antitumoral da piperina parece ser
mediada pelo hospedeiro enquanto que a piplartina parece atuar de maneira direta
nas células tumorais. Como observado nos modelos in vitro, a piplartina causou

inibicdo da sintese de DNA e induziu morte celular por necrose. Estudos de
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imunohistoquimica observados com marcacdo com Ki67 demonstraram que a
atividade antitumoral da piplartina é associada com uma redugdao na taxa de

proliferacdo tumoral, o qual confirma o seu efeito antiproliferativo.

As analises histopatologicas dos orgaos removidos de animais tratados
sugerem que o figado pode ser considerado como alvo potencial da toxicidade da
piperina. A piplartina também afetou o figado, porem de maneira menos intensa.
Muitos achados em bidpsias sugerem que as drogas devem ser consideradas
como possivel causa de qualquer lesao in vivo. Um grande numero de drogas com
atividade antitumoral in vivo e também de substancias com estruturas quimicas
variadas diferem ocasionalmente e amplamente de suas acgbes farmacolégicas
dando origem as lesbes mais importantes in vivo (SCHEUER & LEFKOWITCH,
2000).

Degeneragao dos hepatécitos acompanhado por esteatose microvesicular
em algumas areas foram observadas nos animais tratados com piperina,
sugerindo hepatopoxicidade intrinseca, o qual produz danos ao figado quando
tomada em quantidade suficiente. De qualquer modo, regeneragao do tecido
hepatico ocorre em muitas doencgas, exceto quando ocorre um grande dano. Até
quando a necrose hepatocelular esta presente, mas o tecido conjuntivo esta
preservado, a regeneracgao é quase completa (SCHEUER & LEFKOWITCH, 2000;
KUMMAR, 2004). As alteragcbes hepaticas observadas nos animais tratados com
piperina podem ser consideradas reversiveis (SCHEUER & LEFKOWITCH, 2000;
KUMMAR, 2004; MCGEE et al., 1992).

Em animais do grupo controle negativo também foi visualizada tumefagao
turva dos hepatécitos e areas de congestdo portal e da centrolobular, sugerindo
que estes efeitos estdo relacionados ao metabolismo dos hepatécitos (KUMMAR
et al., 2004) que podem ter sido causado pelo tumor ou pelo veiculo (DMSO 10%).
Além disso, os animais tratados com 5-FU também apresentaram hiperplasia das

células de Kupffer, o que sugere a toxicidade da droga (KUMMAR et al., 2004).

Ambas as amidas afetaram os rins, porem este 6rgdo parece ser o maior

alvo de toxicidade para a piplartina. Vacuolizacdo do epitélio e trechos
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hemorragicos em algumas areas foram observadas nos animais tratados com
piplartina, sugerindo discreta nefrotoxicidade, entretanto, quando o tecido é
preservado, a regeneragdao € completa. Assim, as alteragbes observadas nos
animais tratados com a piplartina e a piperina podem ser consideradas reversiveis
(TISHER & BRENNER, 1994).

De qualquer modo, os dados in vivo reforgam o potencial anticAncer de
ambas as amidas, sugerindo que a piplartina e a piperina apresentam potencial
atividade antineoplasica. Entretanto as amidas parecem atuar por vias diferentes,
piplartina agindo de maneira direta na célula, inibindo a sintese de DNA da célula
tumoral, levando-a a morte enquanto que a piperina apresenta uma atividade
anticancer mediada pelo hospedeiro. Estas também diferem quanto a toxicidade in
Vivo, piperina € mais toxica para o figado que piplartina que por sua vez afeta mais
os rins. Estudos mais detalhados sdo necessarios para elucidar o mecanismo de

acao de ambas as amidas, bem como a relacao estrutura-atividade.
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6. CONCLUSAO

Ambas as amidas, piplartina e piperina, apresentam potencial antimitético,
entretanto, a piplartina apresenta um potencial citotdéxico superior ao da piperina.
De qualquer modo, o potencial citotéxico de nenhuma das amidas parece estar
relacionado com danos na membrana. Quando avaliado o possivel mecanismo de
agao da piplartina, verificou-se que esta se comporta como um agente citotéxico
causando alteragdes no ciclo celular como inibicao na sintese de DNA e indugao

de morte por apoptose e necrose.

Quando testadas em modelo pré-clinico in vivo, ambas as amidas reduzem
o crescimento de tumores da linhagem Sarcoma 180, o que as confere um
promissor potencial antitumoral. Porem, as amidas parece atuar de maneira
diferente. A toxicidade também é diferente, piperina € mais toxica para o figado

que piplartina que por sua vez afeta mais os rins.
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