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RESUMO

As vitafisalinas sdo lactonas esteroidais (C,g), estruturalmente baseadas no
esqueleto do ergostano, comumente encontradas em plantas da familia Solanaceae. A fim de
avaliar as propriedades anticancer desses compostos, cinco vitafisalinas [O, F, M, N e (175,
20R, 22R) -5 B, 6 :18,20-2-diepoxi -4, 18 - diidroxi-1 - oxovita-3-24-enolido] isoladas da
Acnistus arborescens, planta tipica do nordeste brasileiro, foram analisadas utilizando
diversos modelos biologicos. Todas as cinco vitafisalinas mostraram efeitos citotoxicos em
linhagens de células tumorais, sendo a vitafisalina O a mais potente e a vitafisalina (17S, 20R,
22R) -5 B, 6P :18,20-2-diepoxi P-4, 18 - diidroxi-1-oxovita-3 - 24-enolido) a menos potente.
Ao compararmos as estruturas quimicas das vitafisalinas e suas atividades, foi observado que
a ligacdo dupla entre os carbonos 2 e 3 ¢ essencial para os efeitos citotoxicos desses
compostos. No entanto, as vitafisalinas (O, F e N) ndo mostraram qualquer especificidade
para linhagens tumorais, j& que também apresentaram efeitos citotoxicos e genotdxicos,
semelhantes, em células leucémicas (HL-60) e em células normais (PBMC). A viabilidade
celular e curvas de crescimento foram determinadas, para as linhagens de HL-60 e K-562,
utilizando o ensaio de exclusdo de azul de tripan. As vitafisalinas O, F, M e N reduziram o
namero de células viaveis de modo dose e tempo dependente, apresentando valores de Cls
variando de 0,7 a 3,5 uM apo6s 72 horas de incubagdo. Nas mesmas linhagens leucémicas, as
vitafisalinas também inibiram a sintese de DNA, causaram altera¢des morfoldgicas tipicas de
apoptose, ¢ apenas na linhagem HL-60 induziram a ativagdo da caspase-3. Além disso, foi
realizado, em células de HL-60, a analise da integridade da membrana celular, distribui¢do do
ciclo celular, fragmentacdo de DNA e o potencial transmembranico de mitocondria, utilizando
citometria de fluxo. Nestes experimentos, as vitafisalinas O e F, somente na concentragdo de
10 uM, reduziram o nimero de células viaveis para 60 e 40%, respectivamente. Na analise do
ciclo celular, ambas vitafisalinas, na concentragdo de 5 uM, causaram um acumulo de células
na fase G2/M do ciclo celular. Ambas vitafisalinas também causaram um aumento
significativo do niimero de células apresentando fragmentagdo de DNA. Os resultados da
andlise do potencial transmembranico de mitocondria mostraram um aumento na
despolarizagdo de 4,7, 17,5 ¢ 9,1% causado pela vitafisalina O e de 7,6, 16,6 ¢ 5,6% pela
vitafisalina F. O efeito antitumoral (in vivo) da vitafisalina F foi analisado em camundongos
transplantados com o tumor Sarcoma 180, nas doses de 5, 10 e 20 mg/Kg/dia por via
intraperitoneal e na dose de 20 mg/Kg/dia por via oral. O crescimento do tumor foi inibido em
mais de 76% na maior doses testada (20mg/Kg/dia), tanto por via intraperitoneal quanto por
via oral. A andlise histopatologica dos o6rgdos dos animais mostraram que a vitafisalina F
provoca efeitos toxicos moderados, principalmente no figado e nos rins, mas esses podem ser
considerados como reversiveis. Tendo em vista todos estes dados, pode concluir-se que as
vitafisalinas podem ser consideradas como uma classe emergente de novos compostos
anticancer.

Palavras-chave: Vitafisalina. Apoptose. Solanaceae.



ABSTRACT

Withaphysalins are C28-steroidal lactones structurally based on the ergostane skeleton
commonly found in Solanaceae species. In order to evaluate the anticancer properties of these
compounds, five withaphysalins [O, F, M, N and (17S,20R,22R)-58,6B: 18,20-diepoxy-4p3,18-
dihydroxy-1-oxowitha-24-enolide] isolated from Acmnistus arborescens, a plant from the
northeastern Brazilian flora, were analyzed in several biological models. All five
withaphysalins showed cytotoxic effects against tumor cell lines, being withaphysalin O the
most potent and withaphysalin (17S,20R,22R)-58,6B: 18,20-diepoxy-4p,18-dihydroxy-1-
oxowitha-24-enolide, the less potent. Based on these results, its shown that a double-bond
between carbons 2 and 3 is essential for the cytotoxic activity of withaphysalins.
Withaphysalins (O, F and N) did not show any specificity to tumor cell lines, showing similar
cytotoxic and genotoxic effects against leukemic cells (HL-60) and normal cells (PBMC).
Cell viability and growth curves of HL-60 and K-562 treated cells were determined using
trypan blue exclusion assay, where all withaphysalins reduced the number of viable cells in a
dose-and time-dependent fashion, with ICsy values ranging from 0.7 to 3.5 uM after 72 h of
incubation. In HL-60 and K-562 cells, the withaphysalins inhibited DNA synthesis, induced
morphological alterations, typical of apoptosis, and only in the HL-60 cell line, and they
induced activation of caspase-3. Moreover, it was performed the analyzes of cell membrane
integrity, cell cycle distribution, DNA fragmentation and the mitochondrial membrane
potential using flow citometry. In these experiments, withaphysalins O and F, only at
concentration of 10uM, reduced the number of viable cells to 60 and 40% respectively. In the
cell cycle analysis, both withaphysalins led to a cell cycle arrest at G2/M, at the concentration
of 5uM. Cells treated with both withaphysalins also showed a significant increase in DNA
fragmentation when compared to the negative control. Results of the mitochondrial
transmembrane potential showed depolarization changes in accordance to the tested
concentration (2.5, 5 and 10pug/mL) with 4.7, 17.5 and 9.1% for withaphysalin O and 7.6, 16.6
and 5.6% for withaphysalin F, respectively. The in vivo antitumor effects of withaphysalin F
was performed in animals bearing the sarcoma 180 tumor, and at the highest dose tested
(20mg/Kg/day), growth tumor was inhibited in 77%. Histopatological analysis of mice organs
showed that withaphysalin F causes moderate toxic effects mostly in liver and kidney, but
they may be considered reversible effects. Taking in account all these data, it can be
concluded that withaphysalins could be considered as an emerging class of new anticancer
compounds.

Key words: Withaphysalin. Apoptosis. Solanaceae
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1 INTRODUCAO

1.1 Céancer

A palavra cancer se refere a uma variedade de doencas, em que sua caracteristica
principal é o crescimento descontrolado das células. Existem mais de 100 tipos de cancer, que
diferem de acordo com o tipo de célula, tecido ou orgdo em que ocorrem. Geralmente as
células cancerosas levam a formagdo de uma massa tumoral, podendo essa ser benigna ou
maligna NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2008).

As primeiras descrigdes sobre cancer em humanos datam de 3000-1500 a.C.
quando foram encontrados sete papiros no Egito, e entre estes, o de George Elbers e o de
Edwin Smith, descreviam oito casos de tumor ou ulceras de mama. (REDDY ez al., 2003). No
Egito também foram encontradas as primeiras evidéncias de tumor em esqueletos de mimias
fossilizadas que viviam na Era do Bronze (1900-1600 a.C.). Em torno de 460-370 a.C., ao
analisar varios tipos de tumor, Hipdcrates comparava a morfologia destes com a forma de um
caranguejo, dai a criagdo do termo cancer em latim, que se refere ao termo grego karkinus
(caranguejo). O termo cancer foi usado pela primeira vez por Galeno (138-201 d.C.)
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2008).

Hoje em dia o cancer ¢ uma das maiores causas de morte no mundo, atras apenas
das mortes causadas por doengas cardiovasculares. Em 2005, de um total de 58 milhdes de
mortes no mundo, 7,6 milhdes (13%) foram causadas por cancer. No Brasil, o numero de
mortes causadas por cancer em 2005 foi de 190.000, representando 14,8% do ntimero total de
casos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008).

Para o ano de 2008, estimativas indicam que ocorrerdo 466.730 novos casos de
cancer no Brasil, sendo 231.860 para o sexo masculino e 234.870 para o sexo feminino. O
tipo de céncer mais comum, em ambos os sexos, ¢ o de pele ndo melanoma, com uma
incidéncia de 114 mil novos casos por ano. Sem levar em consideracdo o cancer de pele, os
canceres de prostata, pulmao e estdbmago sdo os tipos mais comuns entre os homens (81.000
casos), enquanto que em mulheres os tipos mais comuns sdo os de mama e colo do tutero
(68.000 casos). Apesar do cancer de prostata ter maior incidéncia entre os homens, o cancer

de pulmao ainda € o tipo que mais mata no mundo (Figuras 1 e 2) (BRASIL, 2007).
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Fonte: (BRASIL, 2007)

Figura 1 - Tipos de cancer mais incidentes, estimados para o ano de 2008, na populagdo
brasileira, sem pele ndo melanoma.
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Fonte: (BRASIL, 2007)

Figura 2 - Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil
homes/mulheres, estimadas para o ano de 2008, segundo a Unidade da Federagdo (todas as
neoplasias, exceto as de pele ndo melanoma).
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O cancer ¢ considerado uma doenga genética, onde o agente carcinégeno quando
incide sobre uma célula normal, causa alteracdes na molécula de DNA. Essas alteracdes sao
denominadas de mutagdo. Qualquer célula normal pode sofrer alteragdes no seu material
genético. Normalmente essa alteracdo ¢ reparada, ou entdo a célula entra em processo de
morte. Na verdade, para que a mutag@o de fato ocorra, ¢ necessario que o DNA alterado seja
replicado e passado para as células filhas. Na carcinogénese, ndo apenas uma mutacdo, mas
uma série de eventos acumulados ao longo dos anos ¢é necessaria para desencadear esse
processo (CORTNER; WOUDE, 1997).

O processo de carcinogénese inclui a iniciagdo, promogao e progressdo tumoral. O
primeiro estagio envolve o contato entre o agente carcindgeno e 0 DNA das células, levando a
formagdo de uma célula transformada. A mutacdo, por si s, ndo ¢ capaz de causar cancer,
podendo essa permanecer inativa e levar varios anos para se manifestar. O segundo estagio da
carcinogénese envolve a acdo de substincias promotoras de tumores, como os ésteres de
forbol, que induzem a expressao de genes envolvidos no crescimento celular. Aparentemente,
esses promotores s6 agem em células que ja sofreram algum tipo de mutagdo e exigem um
contato por um periodo longo e continuo para que essas células se tornem malignas. No
terceiro estagio, o de progressdo, ja comegam a aparecer as primeiras manifestagoes clinicas
da doenca, caracterizada pelo crescimento descontrolado das células mutadas e conseqiiente
formagao do tumor (DONNICI et al., 2005).

As células tumorais possuem defeitos nos mecanismos que regulam a proliferacao
celular normal e a homeostase. Esses defeitos podem ser resumidos em seis alteragdes
caracteristicas de células tumorais, como: auto suficiéncia na sinalizagdo de fatores de
crescimento, insensibilidade a sinais para inibi¢do do crescimento, evasdo da morte celular
programada (apoptose), potencial de replicacdo ilimitado, angiogénese e a capacidade de
invasdo e metastatizagao para outros tecidos (HANAHAN; WEINGER, 2000).

Muitas dessas alteragdes se devem, principalmente, as mutagdes que ocorrem em
dois tipos de genes especiais, denominados de oncogenes e genes supressores tumorais, 0s
principais reguladores da proliferacao celular (BISHOP, 1987).

Os oncogenes sdo os responsaveis pelo controle do crescimento celular. Em
células normais os oncogenes, sdo chamados de proto-oncogenes, que ao sofrerem alguma
mutagdo passam a ter sua expressdo aumentada. Uma caracteristica dos oncogenes ¢ que eles
agem de forma dominante na célula, onde uma mutacdo em um dos alelos ja ¢ suficiente para

alterar o funcionamento normal do gene (BISHOP, 1987). Ja os genes supressores tumorais
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necessitam que as duas copias do gene sofram mutagdo, levando a perda da funcdo destes
(BISHOP, 1987).

Dependendo da necessidade do organismo novas células podem ser formadas, seja
para o reparo de tecidos lesionados ou simplesmente para substituir células velhas e mortas.
Mas as vezes esse processo sofre alteragdes, e ocorre entdo a formagdo de novas células, sem
que estas sejam necessarias, ou entdo células velhas e/ou danificadas, que deveriam morrer,
por algum motivo ndo morrem. As mutacdes nos oncogenes € nos genes supressores tumorais
sd0 as responsaveis por essa alteragdo no balango entre proliferagdo e morte celular.

A prolifera¢do das células da-se através de uma seqiiéncia ordenada de eventos,
em que ocorrem a duplicagdo do material genético e posterior divisao em duas células filhas.
Esses dois processos resumem as duas principais fases do ciclo celular, onde ocorre a
duplicacdo do DNA na fase S (S de sintese), ¢ a divisdo celular que ocorre na fase M (M de
mitose) (FISHER et al., 2004). Além dessas duas fases, existe também um intervalo entre as
fases M e S, chamada de fase G1, onde vai ocorrer a sintese de varias enzimas necessarias
para a fase S, e um intervalo entre as fases S e M, que ¢ a fase G,, onde também ira ocorrer a
sintese de proteinas necessarias para a fase M. Assim, o ciclo celular é composto por quatro
fases seqiienciais, as fases Gy, S, G, e M. Logo depois da divisdo celular, na fase M, as células
podem entrar em um estado de quiescéncia, também chamada de fase Gy, onde a taxa
metabolica das células ¢ mantida estdvel, aguardando por sinais extracelulares que sejam

favoraveis a sua proliferacdo (GUO; HAY, 1999) (Figura 3).

Ponto de checagem Mitose
em G,

Preparagao
para mitose

Crescimento
celular

Sintese de DNA Ponto de checagem
em G;-S

Figura 3 - [lustragdo esquematica das fases do ciclo celular.
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A progressdo do ciclo celular é controlada por duas familias de proteinas, as
ciclinas e as quinases dependentes de ciclina (cdks, cyclin dependent kinases). As cdks estdo
expressas constitutivamente nas células, e como o proprio nome ja diz, elas precisam estar
ligadas as ciclinas para se tornarem ativas. Por outro lado, as ciclinas sdo sintetizadas e
degradadas em cada fase do ciclo celular, de modo que o complexo ciclina-cdk se torne
especifico pra cada uma dessas fases (COLLINS et al., 2005) (Figura 4).

Os fatores de crescimento estimulam a entrada das células no ciclo celular através
do aumento dos niveis da ciclina D, que se ligam as cdks 4 ¢ 6, no inicio da fase G;. A ligagdo
da ciclina E a cdk2 promove a passagem da fase G, para a fase S. Durante a fase S a ciclina A
estd ligada a cdk2, e na transicdo para G; se liga a cdkl. A ligagdo da ciclina B com a cdkl
surge no final da fase G, e continua até a entrada da célula em mitose (LUNDBERG;
WEINBERG, 1999).

Os complexos ciclinas-cdks controlam o ciclo celular através da regulacdo dos
chamados pontos de checagem (checkpoints). Qualquer dano no DNA e/ou mal
funcionamento de organelas e estruturas essenciais para o ciclo celular, ocasionam o atraso ou
a parada desse ciclo, para que o defeito possa ser reparado, caso contrario a célula entraria em

processo de morte (LUNDBERG; WEINBERG, 1999).

CiclinaB
cdk 1

CiclinaD
cdk4eb6

Ciclina A
cdk2e1

Ciclina E
cdk 2

Figura 4 - Ilustracdo esquematica das fases do ciclo celular e respectivas ciclinas e cdks.
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1.2 Plantas medicinais com atividade anticincer

A milhares de anos, os produtos naturais vém sendo utilizados na prevengado e
cura de doencas. Esses produtos naturais t€ém se originado de diversas fontes, incluindo um
grande nimero de plantas, animais ¢ microorganismos (NEWMAN et al., 2000).

No periodo de 1981 a 2007, de todas as novas entidades quimicas aprovadas pelo
‘US Food and Drug Administration (FDA), 63 % eram produtos naturais, derivados de
produtos naturais ou eram moléculas sintéticas com estruturas semelhantes as dos produtos
naturais, ¢ muitos destes de grande valor agregado devido as suas aplicagdes como
medicamentos e cosméticos. (NEWMAN; CRAGG, 2007). Nos anos de 2001 e¢ 2002,
aproximadamente 25 % dos medicamentos mais vendidos no mundo eram produtos naturais
ou derivados destes (BUTLER, 2004). Um estudo realizado, analisando as prescri¢des dos
médicos, mostrou que o uso desses medicamentos pode ser utilizado no tratamento de 87 %
de todas as doencas humanas como agentes antimicrobianos, anticincer, anticoagulantes,
antiparasitarios, entre outros (NEWMAN et al., 2003).

Na area do cancer, esses compostos tem sido de fundamental importancia, ja que
60 % dos medicamentos anticancer utilizados na clinica sao de origem natural (NEWMAN,
2003). Dentre as diversas fontes de produtos naturais, as espécies vegetais tém contribuido de
forma bastante significativa para o fornecimento de novos compostos anticancer. Entre esses
compostos estdo a vimblastina, vincristina, os derivados da camptotecina, topotecan e
irinotecan, etoposideo derivado da podofilotoxina e o paclitaxel (Taxol®) (CRAGG;
NEWMAN, 2005).

A vimblastina (1) e a vincristina (2) foram isoladas da planta Catharanthus
roseus, conhecida como “pervinca” de Madagascar, pertencente a familia Apocinaceae, que
durante anos vinha sendo utilizada na medicina popular por possuir varios efeitos
farmacologicos (Fig. 5). Peckolt (1910) reportou que, no Brasil, a infusdo das folhas era
utilizada em dores de dente, no controle da hemorragia ¢ na limpeza de ferimentos. Outras
espécies relacionadas também possuiam seu uso medicinal, como no tratamento de tlcera
diabética (NOBEL, 1958 apud JOHNSON et al., 1960) como hipoglicemiante oral,
antimicrobiano e antihipertensivo (CHOPRA, 1959 apud JOHNSON et al., 1960).

Na década de 1950, Clark e Robert Nobel se interessaram pelas propriedades
farmacologicas da C. roseus, ja que na Jamaica, na falta de insulina, as folhas da planta eram
utilizadas no tratamento da diabetes (CHOPRA, 1959 apud JOHNSON et al., 1960). Os

cientistas entdo observaram que quando os ratos eram tratados com extratos da planta C.
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roseus para o tratamento de diabetes melitos, estes apresentavam granulocitopenia e
mielossupressdo. Depois dai, Clark e Robert junto com o quimico Charles T. Beer e Gordon
Svoboda, da industria farmacéutica Lilly, conseguiram isolar dois alcaldides, a
vincaleucoblastina e a leurocristina, que depois tiveram seus nomes mudados para vimblastina
e vincristina respectivamente (Figura 5) (SVOBODA, 1961 apud JOHNSON et al., 1960).
Logo depois mais dois novos compostos foram semi-sintetizados, vindesina (3) e vinorelbina
(4) (Figura 5), que ja fazem parte do tratamento quimioterapico do cancer, e mais
recentemente vinflunine, que esta em estudos clinicos de fase 3 na Europa (FAHY et al.,
1997; KRZAKOWSKI et al., 2007).

Os alcaldides da vinca se ligam a tubulina, impedindo a polimerizacdo dos
microtubulos e conseqiiente formacdo do fuso mitotico, resultando na parada do ciclo celular

durante a mitose.
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Vimblastina (1) — R; = CH3; R, = CO,CH3; R3= OCH,CH3; R4= OH
Vincristina (2) — Ry=COH; R, = CO,CH3;; R;= OCH,CH3; R4= OH
Vindesina (3) — R; = CHj; R,= CONH3;; R3;=OH; Ry= OH

Vinorelbina (4) — Ry = CHs; R, = CO,CH3;; R;= OCH,CH3; Ry=H

Figura S - (A) Catharanthus roseus e (B) estruturas quimicas da vimblastina (1) vincristina
(2), vindesina (3) e vinorelbina (4).
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Podofilotoxinas sdo lignanas encontradas principalmente em plantas do género
Podophyllum (Podophyllaceae), que ha séculos vem sendo utilizado devido suas propriedades
medicinais. Catersby, em 1731, foi o primeiro a descrever sobre plantas do género
Podophyllum, onde relata que a planta Podophyllhum peltatum L., também conhecida como
“mandragora”, era utilizada pelos indios americanos devido a seus efeitos eméticos, catarticos
¢ anti-helminticos (IMBERT, 1998)

A podofilotoxina (5) atua ao inibir a polimeriza¢do dos microtibulos e também
a topoisomerase Il (Fig. 6) (CORTESE et al., 1977). Com o pensamento de que a
podofilotoxina pudesse ser usada para o tratamento do cancer, varios ensaios clinicos foram
realizados, mas os efeitos toxicos causados no sistema gastrintestinal ndo deixavam os
estudos irem adiante. Foi entdo que, a procura por derivados menos toxicos, varias alteragdes
foram feitas na estrutura da podofilotoxina, levando a obteng@o de dois compostos semi-
sintéticos, 0 VP-16 e o VM-26, que depois tiveram seus nomes modificados para etoposideo
(6) e tenoposideo (7), respectivamente (Figura 6) (STAHELIN et al, 1991). Essas
modifica¢des também alteraram o mecanismo de acdo desses dois compostos, que passaram a
possuir somente a atividade inibitoria sobre a topoisomerase II, ja que o anel trimetoxilado da
podofilotoxina, responsavel pela acdo sobre a tubulina, tinha um dos seus grupamentos
substituidos por uma hidroxila (SRIVASTAVA et al., 2005).

O etoposideo (Vepesid®) possui uma atividade de amplo espectro, se mostrando
ativo em uma grande variedade de canceres, como: cancer de testiculo, carcinoma de ovario,
diferentes tipos de cancer de pulmao, leucemias, linfomas, sarcomas, melanomas e cancer de
colon. O tenoposideo (Vumon®), que ¢ mais potente que o etoposideo, também possui um
amplo espectro de atividade, se mostrando ativo contra canceres de cérebro, leucemia

linfocitica e linfoblastica, mieloma e linfoma non-Hodgkin (GORDALIZA et al., 2000).
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Figura 6 - (A) Podophyllhum pelpatum L e (B) estruturas quimicas da podofilotoxina, (5),
etoposideo (6) e tenoposideo (7).
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A camptotecina (8) ¢ um alcaldide isolado da Camptotheca acuminata, planta
nativa da China, também conhecida como “planta do amor” (WALL et al., 1966) (Fig. 7).
Esse composto logo despertou o interesse dos cientistas, por possuir forte efeito contra a
linhagem leucémica L1210 de ratos (in vivo), mas logo apareceram problemas com a
insolubilidade da droga em dgua. Em 1970 alguns ensaios clinicos foram realizados com a
droga sendo solubilizada em solugdo salina, mas os efeitos observados ndo foram os mesmos
(GOTTLIEB et al., 1970). Em seguida, através de estudos de estrutura-atividade, descobriu-se
que um anel de lactona era importante para o seu efeito antitumoral, ¢ que este estava sendo
quebrado quando a droga era dissolvida em solugdo salina, diminuindo o seu efeito e
aumentando sua toxicidade (MUGGIA et al., 1972). Em 1974 a camptotecina foi retirada dos
ensaios clinicos.

O interesse pela camptotecina voltou em 1985, quando descobriram que a enzima
topoisomerase I era o seu principal alvo na célula. As topoisomerases (tipo I e tipo II) sdo
enzimas responsaveis pelo relaxamento do DNA, e a camptotecina se liga a esse complexo
DNA-topoisomerase, deixando-o estavel, e impedindo que as duas fitas do DNA se separem e
possam entdo ser replicadas e transcritas (HSIANG et al., 1985). Até entdo, a camptotecina
ndo era utilizada na clinica devido sua baixa solubilidade em agua, mas algumas modificacoes
estruturais levaram a descoberta de dois andlogos soluveis em agua, o irinotecan (9)e o
topotecan (10) (SAWADA et al., 1991; KINGSBURY et al, 1991) (Figura 7).

Em 1996 o uso do topotecan (Hycantin, GlaxoSmithKline) foi aprovado pelo
FDA para uso na terapia contra cancer de ovario, e em 2000 o irinotecan (Camptosar, Pfizer)

foi aprovado para o uso no tratamento de cancer colon retal (ULUKAN; SWAAN, 2002).
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Camptotencina (8) — R;=H; R,=H

CHy

C—N,

Topotecan (9) - R;=H; R, = TN

Irinotecan (10) - R, =©”@”%_; R, = CH,CH;

Figura 7 - (A) Camptotheca acuminata e (B) estruturas quimicas da camptotecina (8),
topotecan (9) e irinotecan (10).
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O paclitaxel (Taxol®) (11), um diterpenoide isolado da planta Taxus brevifolia
Nutt. (Taxaceae), surgiu de um programa de “screening”, do NCI, em busca por novos
compostos com potencial atividade anticncer (Figura 8). O paclitaxel foi isolado na sua
forma pura, pela primeira vez, em 1966, e em 1971 teve sua estrutura elucidada (WANI et al.,
1971). Apesar de, na época, o paclitaxel ter mostrado resultados promissores, alguns
problemas o impediam de entrar para os ensaios pré-clinicos. Um deles era o baixo
rendimento da substancia pura que era extraido da planta, ja que eram precisas mais de 4000
arvores para a obtencdo de apenas 360g de taxol, e que seriam necessarios mais 38000 arvores
para que se pudesse obter 25Kg de taxol para os testes clinicos. Isso gerou uma série de
discussdes, tanto na populacdo como entre os proprios cientistas, que questionavam entre a
conservagdo da natureza e o direito dos pacientes de receberem um novo tratamento, ja que o
taxol era supostamente uma droga em potencial para se tornar um quimiterapico no
tratamento do cancer. Outro problema era o fato da estrutura do taxol ser bastante complexa
para que pudesse entdo ser sintetizada, além do fato de ser pouco soliivel em agua. Apesar
desses problemas, os cientistas persistiram em testar o taxol em varias linhages de tumor
solido de humanos, em ratos imunossuprimidos, incluindo linhagens de célon e mama. Os
resultados desses testes foram impressionantes, o que fez com que os estudos se estendessem,
ja prevendo o inicio dos ensaios clinicos (KINGSTON, 2007).

Em 1979, ocorreu uma das mais importantes descobertas na histéria do
desenvolvimento do paclitaxel, quando Susan Horwitz descobriu que esse composto agia
como um promotor da polimerizacdo da tubulina (SCHIFF et al., 1979), o que despertou
ainda mais o interesse dos pesquisadores, ja que outras drogas como a vinblastina ¢ a
vincristina agiam justamente de modo oposto, inibindo a polimerizacdo da tubulina
(ZAVALA et al., 1978)

Durante a década de 1980, o paclitaxel entrou para os testes clinicos de fase I, Il e
III, o que levou a descoberta de seu potente efeito contra cancer de ovario. A partir dai mais
recursos eram necessarios para tornar o paclitaxel em uma droga comercial, mas como isso
ndo era possivel para o NCI, a droga foi entregue para uma industria farmacéutica (Bristol-
Myers Squibb) por intermédio de uma coopera¢do (Cooperative Research and Development
Agreement- CRADA), e como o paclitaxel ainda ndo havia sido patenteado, foi concedida a
BMS 7 anos de exclusividade na comercializagdo do taxol (WALL; WANI, 1995)

No inicio da década de 1990, a dificuldade na obtencdo de quantidade

suficiente de taxol foi resolvida, quando Portier e colaboradores conseguiram isolar da planta
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Taxus baccata, uma planta abundante na Europa, o composto 10-diacetilbacatina, que podia
ser convertido em paclitaxel. Essa foi a planta escolhida pela BMS para a obtencdo de
paclitaxel, em vez da T. Brevifolia (KINGSTON, 2007). A partir de entdo, varias alteracdes
foram feitas na estrutura do taxol em busca de compostos mais potentes, o que acabou
levando a descoberta do docetaxel (12), que logo entrou para os ensaios clinicos de fase I, e
em 1996 foi aprovado pelo FDA para o tratamento de cancer de mama, com o nome

comercial de Taxotere® (KINGSTON, 2007) (Figura 8).

A

R0 OH OH

AcO

Paclitaxel (11) - R, = O/; R, = COCH;

Docetaxel (12) - R; = OC(CH3); R, =H

Figura 8 - (A) Taxus baccata ¢ (B) estruturas quimicas do paclitaxel (11) e docetaxel (12).
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Com o passar dos anos, varias técnicas vem sendo utilizadas para a obtengdo de
novos compostos, e os resultados dessas ¢ o desenvolvimento de novas drogas com potencial
anticancer. O grande problema desses compostos ¢ a dificuldade de serem sintetizados, e de,
na maioria das vezes, apresentarem efeitos adversos severos, ja que ndo possuem seletividade
pelas células tumorais e acabam que atingindo também as células normais.

Embora um grande niimero de drogas anticancer, a partir de plantas ou derivados
deles, tenha sido desenvolvido, a busca por drogas mais seguras, econdmicas ¢ mais eficazes

ainda ¢ um desafio.

1.3 Vitaesteroides

Os vitaesterdides constituem uma classe de lactonas esteroidais, pois possuem
uma fungdo lactona em Cys, com estruturas baseadas no esqueleto de ergostano. A estrutura
desses compostos ¢ polioxigenada, o que leva as alteragcdes naturais das cadeias carboxilicas e
também das cadeias laterais, resultando em diversos compostos com caracteristicas estruturais
bem complexas (VERAS et al,, 2004a). Devido a sua grande diversidade estrutural os
vitaesterdides foram subdivididos em seis grupos principais: vitanolideos, vitafisalinas,
acnistinas, ixocarpalactonas, perulactonas e fisalinas (Figura 9).

Esses compostos tém sido isolados principalmente de plantas da familia
Solanaceae, mas também das familias Taccaceae e Leguminosae (LIU et al., 2006), assim
também como de alguns organismos marinhos (KSEBATI; SDCHMITZ, 1988). Os
vitaesteroides sdo os compostos mais abundantes em varios géneros da familia Solanaceae,
como: Physalis, Acnistus, Withania, Datura, Discopodium, lochroma, Dunalia ¢ Vassobia
(VERAS et al., 2004a).

Varias atividades bioldgicas tem sido atribuida aos vitaesterdides, como:
antiinflamatorio (JAYAPRAKASAM; MURALEEDHRAN, 2003; WUBE et al, 2008)
imunossupressor (SOARES et al., 2003; 2006), antiparasitario (CHOUDHARY et al., 2006,
CARDONA et al., 2006; VIEIRA et al., 2008), anticolinesterasico (RIAZ et al., 2004;
CHOUDHARY et al., 2005), antimicrobiano (JANUARIO et al., 2002; SHANAZBANU et
al., 2006), citotoxica (ROCHA et al., 2006; HSIEH et al., 2007; MAGALHAES et al., 2006a)
e antitumoral (DEVI et al., 1995; MAGALHAES et al., 2006b).
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Figura 9 - Estruturas quimicas basicas dos sete grupos de vitaesterdides.
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1.4 Acnistus arborescens L. Schlecht

Acnistus arborescens L. Schlecht (sinonimia: Acnistus frutescens Bello, Atropa
arborescens L., Cestrum cauliflorum (Jacq.), Cestrum macrostemon Sassé & Mog., e Dunalia
arborescens (L.) Sleumer) € uma planta nativa das Américas do Sul e Central, sendo também
encontrada no México e nas Antilhas. No Brasil ¢ encontrada principalmente na flora
nordestina, onde também ¢ conhecida pelos nomes de “mariana”, “marianeira” e “espordo de
galo de falso” (BARATA et al., 1970).

E uma arvore relativamente rara, ocasionalmente utilizada como planta
ornamental e cerca viva, ja que, em sua idade adulta, se apresenta tanto na forma de arbusto
como de arvore de pequeno porte. As flores sdo pequenas, de cor branca e tons esverdeados, e
possui frutos amarelos semelhantes a pequenos tomates, podendo ser de cor alaranjada. A
¢época de floracdo e frutificacdo da A. arborescens varia de acordo com o local de origem, mas
ocorre geralmente entre os meses de maio e setembro (Figura 10).

A A. arborescens ¢ uma planta de importante valor medicinal, sendo
popularmente utilizada no tratamento de cancer, hemorroidas e doengas relacionadas ao
figado e bacgo, assim também como diurético (NITTALA; LAVIE, 1981). A maioria desses
efeitos farmacoldgicos ¢ atribuida a presenga dos vitaesterdides.

O primeiro relato sobre as propriedades farmacoldgicas dessa planta, foi quando
Kupchan et al. (1965), observaram que o extrato etanolico da A. arborescens possuia
atividade antitumoral (in vitro) em células de carcinoma de epiderme nasofaringea de
humanos e (in vivo) em sarcoma 180 em camundongos. Logo depois, Kupchan et al. (1969)
isolaram dois compostos desse extrato, a vitaferina A (13) e a vitacnistina (14), as quais foram
atribuidas os efeitos antitumorais do extrato.

Desde entdo, poucos estudos haviam sido feitos com a A. arborescens, até que
Minguzzi et al. (2002) reportaram o isolamento de trés vitanolideos (15, 16 ¢ 17) dessa planta
e seus respectivos efeitos citotoxicos em varias linhagens tumorais (mama, pulmao, célon,
carcinoma nasofaringeo e prostata) (Figura 11).

Veras et al. (2004a, 2004b), reportou, pela primeira vez, o isolamento e os efeitos
citotoxicos de cinco vitafisalinas (18, 19, 20, 21 ¢ 22) das folhas de A. arborescens. A
diferenca basica entre esses compostos e os vitanolideos ¢ a presenca de um anel lactonico de

cinco membros nas vitafisalinas (Figura 11).
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Figura 10 - Acnistus arborescens L. Schlecht (Fotografadas por: Prof. Dr. Edilberto Rocha

Silveira)
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13R=R;=p4-OH; R, =R, =R4=Rs=H 18 R=OEt; R, =H; A’
14 R=p-OH; Rs =0Ac; R, =R, =R;=R;=H 19 R=p-OH; R, =H (18R); A’
1SR=R,=O0H; R, =-OAc; R, =R;=Rs;=H 19a R = H; R, = a-OH (185); A’

16 R=R,=O0H; R, = f-OAc; R, = -OAc; R3=Rs=H 20 R=0; A?

17 R, = f-OAc; R, = -OAc; Ry = f-OH; R= R;=Rs=H 21 R=0
22 R=p-OH; R, =H (18R)
22a R =H; R; = a-OH (18S5)

Figura 11 - Estruturas dos compostos Vitaferina A (13), Vitacnistina (14), 7B-
Acetoxivitanolido D (15), 7B,16oa-Diacetoxivitanolido D (16), 4-Dedxi-73,16-o-
diacetoxivitanolido D (17), Vitafisalina O (18), Vitafisalina F (19), Vitafisalina M (20),
Vitafisalina N (21) e Vitafisalina (175,20R,22R)-55,64:18,20-2-diepoxi-4f,18-diidroxi-1-
oxovita-3-24-enolido (22) isolados da A. arborescens.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar as atividades citotoxica e antitumoral das vitafisalinas O, F, M, N e
(178,20R,22R)-5p,6f:18,20-2-diepoxi-4/,18-diidroxi-1-oxovita-3-24-enolido  isoladas da

planta Acnistus arborescens L. Schlecht em modelos experimentais in vitro e in vivo.

2.2 Especificos

- Determinar e comparar as atividades citotoxicas das vitafisalinas O, F, M, N e
(17S,20R,22R) - 5B,64: 18,20-2- diepoxi-4f,18- diidroxi-1- oxovita-3-24- enolido em células

tumorais ¢ normais (PBMC).

- Avaliar o mecanismo de acdo das vitafisalinas O, F, M e N utilizando células da

linhagem HL-60 e K-562 como modelo.

- Avaliar a atividade antitumoral in vivo da vitafisalina F em camundongos (Mus

musculus) Swiss transplantados com o tumor Sarcoma 180.

- Analisar as caracteristicas histopatologicas dos orgdos (rim, figado e bago) de
camundongos (Mus musculus) Swiss transplantados com o tumor Sarcoma 180, tratados por 7

dias com a vitafisalina F.
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Materiais e Metodos
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Equipamentos
Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2

Agitador de tubo, Donner AD 8850

Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di

Centrifuga Centimicro, FANEN Modelo 212

Centrifuga Excelsa Baby, | FANEN Modelo 206

Centrifuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5403

Centrifuga de ldminas, Shandon Southern Cytospin

Citometro de fluxo, Guava EasyCyte mini

Espectrofotometro de placa DTX-880, Beckman Coulter

Fluxo laminar, VECO

Incubadora de células, (CO, Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow
High Throughput Screening (HTS)/Laboratory Automation Workstation, Biomek 3000,
Beckman Coulter

Maquina fotografica digital, Olympus C-7070

Microondas, Panasonic

Microscopio optico de inversdo, Nikon Diaphot

Microscopio de fluorescéncia, Olympus

Microtomo, Slee Mainz

pHmetro, Micronal B474

Pipetas automaticas, Gilson

Sistema de Eletroforese Horizontal mini Submarine, Amersham Biosciences



Solucdes, Reagentes e Farmacos

Acido Acético

Acido Cloridrico

Alcool Etilico

Agarose 1 %

Agarose LMP 1,5 %

Agarose NMP 0,5 %
Alamar Blue

Anticorpo anti-BrdU

Anticorpo biotinilidado anti-
imunoglobulina de camundongo

Azul de tripan 10%

BrdU 10mM

Brometo de Etidio 100 ug/mL

Citrato de Sédio

70 %

0,5 g de agarose
Agua deionizada q. s. p. 50 mL

1,5 g de agarose
PBS qg.s. p. 100 mL

0,5 g de agarose

PBS qg.s. p. 100 mL

0,3 mg/mL

1 pL de anticorpo anti-BrdU

BSA 5 % q.s.p. 500 pL de solugdo

1 pL de anticorpo anti-imunoglobulina

BSA 5 % q.s.p. 100 uL de solugdo

10 mg de azul de tripan
PBS g.s.p. 100 mL de solugao

Img de brometo de etideo

PBS q.s.p 10 mL de solucao
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Vetec

Vetec

Vetec

FMC -

Bioproducts

Gibco®

Gibco®

Sigma®
Sigma®
Dako

Sigma®

Sigma®

Sigma®

Sigma®

Grupo Quimica



Cloreto de Sodio (NaCl)

Diaminobenzidina (DAB)

Dimetilsulféxido (DMSO)

Doxorrubicina —
fornecida pelo Instituto do

Cancer do Ceara — ICC

EDTA

Eosina 0,5%

Eosina-Azul de Metileno

(May-Grunwald)

Estreptavidina — peroxidase

Ficoll

Fitohemaglutinina

Formaldeido 10 %

Giemsa

5 uL de DAB

1 mL de Tris-HCI (Tris 0,05M) pH= 7.6

2 uL de HzOz

2,5 mg/mL

0,5 g de Eosina

80 mL de Alcool etilico
0,5 mL de Acido acético
20 mL de H,O

02g
Metanol g.s.p. 100 mL de solugdo

1 pL de Estreptavidina — peroxidase
BSA 5 % q.s.p. 100 pL de solugdo

100 mL de formaldeido
H,Oq.s.p. 1L
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Labsynth®
Immunotech©
Proquimios

Proquimios

Vetec®

Zodiac®

Qeel

Doles©
Vetec
Vetec

Reagen

Sigma®
Dako®

Sigma®

Sigma®

Dindmica®

Bioclin
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0,5 g de Hematoxilina Doles®

10 mL de Glicerina Labsynth®
Hematoxilina 0,1% 25 g de Sulfato de aluminio Labsynth®

0,1 g de Iodeto de potassio Labsynth®

H,0 g.s.p. 500 mL de solugao -

Hidroéxido de Sodio (NaOH) - Vetec®
1 mg de iodeto de propideo Boehringer©
Iodeto de propideo 50 pg/mL ~ PBS q.s.p. 50 mL

) o 1 g de laranja de acridina (100 pg/mL) Fluka®
Laranja de Acridina
H,0 g.s.p. 10 mL de solugdo -

Diluido em agua deionizada e
esterelizada, filtrado em filtro millipore
Meio de cultura de células (0,22 pm) e complementado com SBF
RPMI 1640 10 %, 1 % de glutamina, 1 % de Cultilab®
antibidticos, 1 % de bicarbonato de

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

20 mg de MTT Sigma®
PBS g.s.p. 100 mL de solugao -

MTT

N-Lauroylsarcosine - Sigma®

_ Penicilina 10.000 U.I./mL Cultilab®
Penicilina — estreptomicina o _
Estreptomicina 10 mg/mL Cultilab®

Cloreto de Sodio = 0,600g
Cloreto de Potassio = 0,030g

Ringer-lactato Cloreto de Calcio 2H,0 = 0,020g
Lactato de Sodio = 0,30g

Laboratoérios

Biosintética®

Agua q. s. p. 100 mL
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o Gentamicin
Sulfato de Gentamicina -
Novafarma®

Solucdo de Eletroforese EDTA 1mM, NaOH 300 mM,
pH>13

NaCl 2,5M, EDTA 100mM

Solugdo de Lise Tris 10mM, N-Lauroyl sarcosine 1%
pH =10, Triton X-100 1 %, DMSO 10 -
%

Solu¢do de Neutralizagdo Tris 0,4 M, pH=17,5

Solucdo desnaturante
Formamida 70 %
(para analise de incorporagao de Vetec®
2x SSC (pH entre 6,5 ¢ 7,5 a 70 °C)

BrdU)
Soro fetal bovino - Cultilab®
8,5 g de Cloreto de sddio (0,85 %) Labsynth®
Solugdo salina (para hemolise) 1,11 g de Cloreto de calcio (10 mM) Reagen®
H,0 qg.s.p 1 L de solucao -
Cloreto de sodio 1,5 M
SSC 10X Citrato de sodio 0,15 M -
H,O
242 g de TRIS

Tampao de corrida 50 X (TAE) 57,1 mL de acido acético glacial -
100 mL de EDTA 0,5M

Tampao fosfato (PBS) 8,766 g de Cloreto de sédio Labsynth®
2,14 g de NaHPO4.7H,0 Labsynth®



Tampao Tris (TBS) 10X

Tripsina 0,25%

Triton X -100

Xilol 10 %

Vitafisalina O
Vitafisalina F
Vitafisalina M
Vitafisalina N

Vitafisalina (175,20R,22R)-
5,6$:18,20-2.diepoxi-44,18-

diidroxi-1-oxovita-3.24-enolido

5- Fluorouracil

Modelos biologicos

0,276 g de NaHPO4.H,0
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Labsynth®

H,0 g.s.p. 1 L de solugdo (pH =7,2) -

Cloreto de sodio 1,5 M

Tris 0,5 M (pH= 7,6)
H,O

50 mL de Tripsina 2,5 %

0,125 g de EDTA
450 mL de PBS

100 mL de formaldeido
H,Oq.s.p. 1L

2,5 mg/1 mL

Camundongos albinos (Mus musculus) da linhagem Swiss

Linhagens celulares tumorais mantidas em cultura (Tabela 1)

Labsynth®

Proquimios®

Cultilab®
Proquimios®

Isofar

Dindmica®

ICN

Farmacéutica®

Células mononucleadas de sangue periférico isoladas de voluntarios sadios
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3.2 Métodos

3.2.1 Obtencao das vitafisalinas

As folhas de 4. arborescens foram coletadas em maio de 2004 na localidade de
Pico Alto, na Serra de Guaramiranga (Ceard). O material botanico foi identificado pelo Prof.
Edson P. Nunes do Departamento de Biologia — UFC, e encontra-se depositado no Herbario
Prisco Bezerra (EAC), sob n® 30.513. As folhas secas e trituradas (3,7 kg) foram extraidas
com EtOH a temperatura ambiente (2 x 8 L), em seguida o solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida resultando em 170 g de um extrato viscoso e escuro, o qual foi submetido a
fracionamento cromatografico empregando gel de silica com adsorvente e n-hexano (18,1 g),
CH,C1; (48,6 g), AcOEt (29,7 g) e MeOH (42,0 g) como eluentes.

Todas as fracdes foram avaliadas quanto a citotoxicidade frente a um pequeno
painel de células tumorais (Lul-pulmao, LNCaP-prostata e MCF-7-mama), entretanto, apenas
a fracdo obtida por eluicdo com CH,Cl, mostrou atividade, sendo a mesma escolhida para dar
continuidade aos estudos. Esta fracdo foi submetida a sucessivos métodos classicos de
cromatografias, resultando no isolamento das vitafisalinas O (18), F (19), M (20), N (21) e
(17S,20R,22R)-5p,6f:18,20-2.diepoxi-4f,18-diidroxi-1-oxovita-3.24-enolido (22) (VERAS et
al., 2004a; VERAS et al., 2004b; ROCHA, et al., 2006).

3.2.2 Cultivo das células

Nesse trabalho foram utilizados dois tipos de linhagem celular, as linhagens em
suspensdao (HL-60 ¢ K-562) e as linhagens aderidas (MDAMB-435, PC-3, SF-295 ¢ NCI-
H460), todas obtidas através de doagdo do Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos
(Bethesda, MD) (Tabela 1). As células eram cultivadas em frascos plasticos para cultura
(Corning, 25 c¢m?, volume de 50 mL para células aderidas e 75 cm?, volume de 250 mL para
células em suspensdo), utilizando o meio de cultura RPMI 1640 complementado com 10% de
soro fetal bovino e 1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina). As células foram mantidas
em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO; e 95 % de umidade, seguido da observacao do

crescimento celular com ajuda de microscopio de inversdo a cada 24 horas.
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Tabela 1 - Linhagens celulares tumorais utilizadas nos ensaios de citotoxicidade in vitro.

Concentragdo de
Linhagem Celular Tipo Histolégico do Cancer/Origem Plaqueamento

(céls/mL)
HL-60 Leucemia promielocitica humana 0,3 x 10°
K-562 Leucemia mielocitica cronica humana 0,3x 10°
MDA-MB 435 Carcinoma de mama humano 0,1x 10°
PC-3 Carcinoma de prostata humano 0,1x 10°
SF-295 Glioblastoma humano 0,1x 10°
NCI-H460 Carcinoma de pulmao humano 0,1x 10°

3.2.3 Avaliacao da atividade citotoxica em células tumorais in vitro — MTT

A citotoxicidade das vitafisalinas F, O, M, N e (175,20R,22R)-58,6/3:18,20-
2.diepoxi-44,18-diidroxi-1-oxovita-3.24-enolido foram avaliadas, através do método do MTT,
utilizando as seguintes linhagens tumorais: HL-60 (leucemia), MDAMB-435 (mama), PC-3
(prostata), SF-295 (sistema nervoso central) e NCI (pulmao).

O método consiste em uma analise colorimétrica baseada na conversao do sal 3-
(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolium (MTT), de cor amarela, para o
formazan, composto de cor azul. Essa conversdao do MTT em formazan sé ocorre em células
viaveis e metabolicamente ativas, através da agdo da enzima succinil-desidrogenase presente
nas mitocondrias, o que permite desta forma a quantificacdo indireta da porcentagem de

células vivas (MOSMANN, 1983).
Procedimento experimental

As células em suspensdo ou monocamadas foram plaqueadas em placas de 96
pocos numa densidade de 0,3 x 10° células/mL, para células em suspensdo e¢ 0,1 x 10°
células/mL para células aderidas. As vitafisalinas F, O, M, N e (175,20R,22R)-54,6/3:18,20-

2.diepoxi-44,18-diidroxi-1-oxovita-3.24-enolido foram incubadas juntamente com as células
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durante 72 horas, em concentragdes variando de 0,76 a 50 uM, em estufa a 37°C com
atmosfera de 5% de CO, e 95 % de umidade. Apds o periodo de incubacdo, as placas foram
centrifugadas (1500 rpm / 15 min.) e o sobrenadante foi descartado. Em seguida em cada pogo
foi adicionado 200 pL da solugdo de MTT (10% em meio RPMI 1640), e novamente
incubada por mais 3 horas. Apos esse periodo, as placas foram centrifugadas (3000 rpm/10
min.) e tiveram o sobrenadante descartado, permanecendo somente o precipitado azul de
formazan. O precipitado foi entdo ressuspendido em 150 pL de DMSO e agitado por cerca de
10 minutos até sua completa dissolugdo. Para a quantificagdo do sal de MTT reduzido, as
absorbancias foram medidas no espectrofotometro de placa, no comprimento de onda de

595nm.

Analise dos dados

Os compostos foram testados em dilui¢do seriada, em duplicata ou triplicata, e
suas Clsy (concentracdo inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito maximo) e
respectivos intervalos de confianga de 95% (IC 95%) foram determinados a partir de

regressao ndo-linear utilizando o programa Prism versao 4.0 (GraphPad Software).

3.2.4 Avaliacio da atividade citotoxica em células normais in vitro — Alamar Blue

A citotoxicidade das vitafisalinas F, O e N, em células normais, foi avaliada
através do ensaio do alamar blue, utilizando células mononucleadas de sangue periférico
humano (PBMC - Peripheral blood mononuclear cells), que inclui linfocitos e monocitos. O
alamar blue, recentemente identificado como resazurina (O'Brien ef al., 2000), é um indicador
fluorescente/colorimétrico, onde em sua forma oxidada apresenta uma colora¢do azul (ndo
fluorescente/célula nao viavel) e em sua forma reduzida uma coloragdo rdsea
(fluorescente/célula viavel). Assim como o MTT, o alamar blue reduz-se em células vivas, ¢

assim pode ser quantificado e utilizado para avaliar a viabilidade celular.

Procedimento experimental

As células mononucleadas foram obtidas do sangue periférico de voluntarios

sadios apos centrifugacdo em gradiente de Ficoll. As células foram removidas, lavadas com

tampdo fosfato e ressuspendidas em meio RPMI 1640 suplementado com 20% de soro fetal
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bovino, 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina para uma concentragdo final de
final 3 x 10° cels/mL. Fitohemaglutinina (3%) foi adicionada para induzir a proliferagio dos
linfocitos. Apos 24 horas de incubagdo das células, as vitafisalinas F, O ¢ N foram
adicionadas em cada pogo durante 72 horas, em concentragdes variando de 0,76 a 50 pM, em
estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO, e 95 % de umidade. Vinte e quatro horas antes de
completar o periodo de incubacdo, 10 pL da solugdo estoque (0,312 mg/mL) de alamar
blue foram adicionados em cada pogo. Apds 72 horas de incubagdo as absorbancias foram
medidas no espectrofotometro de placa, no comprimento de onda de 570 nm (reduzido) e 595

nm (oxidado).

Analise dos dados

A proliferacdo celular foi calculada utilizando a seguinte formula: % proliferagao
= Arw — (Agw X Rg) x 100. Onde, Arw ¢ Apw sdo as absorbancias no menor ¢ maior
comprimento de onda, respectivamente. O Ry foi calculado utilizando a seguinte foérmula:
Roy=AO;w/AOuw. Onde, AOrLw € AOuw sdo as absorbancias do meio adicionado ao alamar
blue subtraido das absorbancias do meio isolado nos comprimentos de onda menor e maior,
respectivamente. Os compostos foram testados em dilui¢do seriada, em duplicata ou triplicata,
e suas Clso (concentrag@o inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito maximo) e
respectivos intervalos de confianga de 95% (IC 95%) foram determinados a partir de

regressao ndo-linear utilizando o programa Prism versao 4.0 (GraphPad Software).

3.2.5 Avaliacdo da atividade antiproliferativa em células leucémicas (Curva de

crescimento celular) - exclusio por azul de tripan

Este ensaio consiste em avaliar a cinética de crescimento de células leucémicas
(HL-60 e K562) tratadas com as vitafisalinas F, O, M e N e assim poder avaliar o efeito de
varias concentragdes destas em relagdo ao tempo de incubacio.

O corante azul de tripan permite a distingdo individual das células viaveis das
ndo-viaveis, onde o corante penetra em todas as células, porém somente as células viaveis
conseguem bombear o tripan pra fora, fazendo com que as células mortas apresentem uma

coloragdo azulada.
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Procedimento experimental

Células das linhagens HL-60 e K-562 foram plaqueadas em placas de 24 pogos,
na concentragdo de 0,3 x 10° células/mL, e incubadas com as vitafisalinas F, O, M e N nas
concentragdes de 0,2, 0,6, 2, 6 e 20 pM. Apds cada periodo de incubagio (3, 6, 12, 24, 36, 48,
60 e 72 horas) era retirada uma aliquota de 90 pL da suspensdo de células e adicionado a 10
uL do azul de tripan. Em seguida uma aliquota de 10 uL foi colocada em uma camara de

Newbauer e as células diferenciadas e contadas em viaveis € nao viaveis.

Analise dos dados

O valor obtido para cada contagem foi plotado em um grafico e construido uma
curva com as variaveis: porcentagem de células viaveis x log da concentragdo, para cada
tempo analisado, para a observacdo da cinética de crescimento das células tratadas. Foram
determinados também suas Clsy (concentragdo inibitoria média capaz de provocar 50% do
efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianga (IC 95%) realizado a partir de
regressdo nao-linear utilizando o programa Prism versdo 4.0 (GraphPad Software). Para
verificacdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes grupos, os valores
das Clsy foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguido do teste Student-

Newman-Keuls, com nivel de significancia de 5 % (p < 0,05).

3.2.6 Avaliacio da atividade genotoxica em células normais e leucémicas.

O teste do cometa é um método simples, rapido, econdmico e sensivel que
permite a deteccdo de dano em DNA em células individualizadas. Ao expor a célula ao
composto para avaliagdo do possivel efeito genotdxico, o dano pode ser visualizado através da
realizacdo de uma eletroforese em lamina, onde, fragmentos das fitas de DNA carregadas
negativamente comecam a migrar afastando-se do nucleo, em dire¢do ao anodo. Quando
corados com brometo de etideo, cada nticleo e sua “cauda” de fragmentos associada remetem
a alusdo de um cometa. O tamanho da cabeg¢a ¢ o comprimento da cauda sdo os padrdes

avaliados para determinar a intensidade do dano (SINGH et al., 1988).
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Procedimento Experimental

O teste do cometa ¢ realizado de acordo como descrito por Singh et al. (1988)
com pequenas modificagdes (HARTMANN; SPEIT, 1997). Células de HL-60 e PBMC foram
plaqueadas em placas de 24 pogos, na concentragio de 0,3 x 10° células/mL, e incubadas por
24 h com as vitafisalinas O, M e N nas concentragdes de 1.8 ¢ 14.3 uM, 20.1 e 21 pM e 9.6 ¢
11.8 uM respectivamente. A doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle positivo.

Ap6s o periodo de incubagdo de 24 horas foi retirada uma aliquota de 20 pL de
células, a qual foi adicionada a 110 pL de agarose de baixo ponto de fusdo 0,5 % para preparo
das laminas. As laminas foram previamente cobertas por solugdo de agarose de ponto de fusdo
normal 1,5 % a 60 °C e mantidas a temperatura ambiente por 24 h até a solidificacdo da
agarose. Esta camada foi utilizada para promover a adesdo da segunda camada de agarose de
baixo ponto de fusdo, a qual foi preparada previamente. Em seguida, foram cobertas com
laminulas (24 x 60 mm) para uniformizar a distribuicdo das células e mantidas a 4 °C para
solidificagdo da agarose.

Ap6s solidificacdo da agarose, a laminula foi gentilmente removida e a lamina
mergulhada em solugdo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA and 10 mM Tris, pH 10,0, 1%
Triton-X and 10% DMSO) a 4 °C e protegida da luz, por no minimo 1 hora antes da corrida
de eletroforese. Depois de removidas da solucdo de lise, as 1aminas foram colocadas em uma
solu¢do de neutralizacdo (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH > 13; 4°C) por 15 minutos e
dispostas horizontalmente na cuba de eletroforese. A cuba foi mantida em banho de gelo para
a manutencdo da temperatura em torno de 4 °C, tendo sido acrescentada a solucdo de
eletroforese até completa imersdo das laminas.

Antes de iniciar a corrida de eletroforese, as 1aminas ficaram em repouso por 20
min para permitir o desenrolamento do DNA, o afrouxamento de suas ligacdes e a exposi¢cdo
dos sitios alcali-labeis. Posteriormente, a eletroforese foi conduzida em baixa luminosidade,
usando 25 V e corrente de 300 mA por 20 min. Apds a eletroforese, as ldminas foram
retiradas da cuba e mergulhadas na solu¢do de neutralizacdo por 5 min, a fim de neutralizar a
alcalinidade. A fixa¢do foi realizada com etanol 100 %. Posteriormente, as laminas foram
coradas com 50 pl de solugdo de brometo de etidio (20 pg/mL) e analisadas em microscopio

de fluorescéncia.
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Analise dos dados

A andlise foi realizada de acordo com o padrdo de escores previamente
determinados pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa (Figura 13). Foram contados
100 cometas por lamina (n = 4) e classificados dentre as cinco categorias (0, 1, 2, 3 ¢ 4), que
representam a percentagem de DNA na cauda do cometa, indicando o grau de dano sofrido

pela célula:

0 = sem danos ao DNA, portanto, sem cauda (<5 %)

1 = baixo nivel de danos, com a cauda menor que o diametro da cabega (5-20 %)

2 = médio nivel de danos, com a cauda representando 1-2x o didmetro da cabega
(20-40 %)

3 = alto nivel de danos, com a cauda representando mais de 2x o didmetro da
cabeca (40-95 %)

4 = dano total (> 95 %)

O indice de dano (ID) foi obtido pela seguinte formula: ID = ini xi,onde n, é0

i-0

nimero de células com nivel de dano 7 (0, 1, 2, 3 ou 4). A freqiiéncia de dano (FD) representa
a porcentagem de células que sofreram danos no DNA.

Os dados foram expressos como da média £ E.P.M. de experimentos
independentes (n = 2). Para verificacdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os
diferentes grupos, os dados serdo comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida por

Teste de Dunnet, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
3.2.7 Inibicao da sintese de DNA — BrDU

A bromodeoxiuridina (BrDU) ¢ uma base nitrogenada andloga a timina. Quando
as células estdo sintetizando DNA o BrDU ¢ incorporado no lugar da timina. A detec¢do do
BrDU incorporado nas células & feita por técnicas imunocitoquimicas, onde se ligam
anticorpos monoclonais € um cromogeno especifico, a diaminobenzidina (DAB), que vai
conferir uma coloragdo marrom ao nucleo das células que incorporaram o BrDU.

(MATSUOKA et al., 1990).
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Procedimento Experimental

Células de HL-60 e K562 foram plaqueadas em placas de 24 pocos, na
concentracdo de 0,3 x 10° células/mL, e incubadas por 24 h com as vitafisalinas O, M e N nas
concentragdes de Clsp (1.8 ¢ 14.3 uM, 20.1 ¢ 21 uM ¢ 9.6 ¢ 11.8 uM, para HL-60 ¢ K-562
respectivamente) e metade da Clsg. As concentragdes utilizadas foram estimadas a partir dos
valores de Clsy, encontradas no ensaio da curva de crescimento nestas duas linhagens no
periodo de 24 h de incubagdo. A doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle positivo.
Trés horas antes do periodo de incuba¢do o BrdU (0,01 uM) foi adicionado em cada pogo da
cultura de células. Apos o periodo de incubagdo, laminas foram preparadas em citocentrifuga
(cytospin) e postas para secar por 2 horas. Apds o periodo de secagem foram fixadas em
metanol: 4cido acético (7: 1,5) por 5 minutos. As células foram lavadas com tampao Tris
(TBS) e incubadas em solugdo desnaturante por 90 minutos a 70° C e pH 7,4. Apds uma
segunda lavagem com TBS, as células foram circuladas com caneta hidrofobica 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, entdo, com a solucao
de estreptavidina-fluoresceina por mais 20 minutos. Adicionou-se o cromogeno DAB por 1-5
minutos, o qual foi removido com &agua destilada. A hematoxilina foi utilizada como

contracorante.

Analise dos dados

Duzentas células foram contadas, diferenciando-as entre nudcleo marrom
(incorporaram o BrdU) e ndo-marrom (ndo incorporam o BrdU). Os dados foram expressos
como a média + erro padrdo da média (E.P.M.) de dois experimentos independentes
(realizados em duplicata). Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os
grupos, os dados foram comparados pelo teste y°, utilizando o programa Prism versio 4.0

(GraphPad Software), com nivel de significancia de 5 % (p < 0,05).
3.2.8 Coloraciao Diferencial por Brometo de Etidio/Laranja de Acridina
O método de coloracdo pelo brometo de etidio / laranja de acridina permite

diferenciar células viaveis daquelas em processo de morte por apoptose ou necrose através da

coloracdo diferencial por fluorescéncia com base em alteracdes morfoldgicas nucleares e
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citoplasmaticas (McGAHON et al., 1995). A laranja de acridina consegue atravessar
membranas celulares intactas e se ligam ao DNA, conferindo uma aparéncia verde ao nucleo
das células. O brometo de etidio ¢ incorporado principalmente por células com a membrana ja
danificada (ndo viaveis), ligando-se a0 DNA e corando-o de laranja. As células viaveis com
membrana intacta apresentam nucleo uniformemente corado de verde pela LA. As células em
apoptose inicial (membrana ainda intacta) apresentam manchas verdes brilhantes no nucleo
(condensacdo da cromatina) e ndo sdo marcadas por BE. Morfologicamente, observam-se
alteracdes da membrana em decorréncia da formagdo de corpusculos apoptdticos. As células
em necrose (lesio de membrana) apresentam um padrdo de coloragdo uniforme, laranja-
avermelhada e ndo hd formacdo de corpos apoptoticos. Possivelmente, as membranas
plasmaticas permanecam intactas durante o fendmeno apoptotico até os ultimos estagios

quando se tornam permeaveis aos solutos normalmente retidos.

Procedimento Experimental

Células de HL-60e K562 foram plaqueadas em placas de 24 pocos, na
concentracdo de 0,3 x 10° células/mL, e incubadas por 24 h com as vitafisalinas O, M e N nas
concentragdes de Clsp (1.8 e 14.3 uM, 20.1 ¢ 21 uM e 9.6 e 11.8 uM, para HL-60 e K-562
respectivamente) e metade da Clsp. As concentragdes utilizadas foram estimadas a partir dos
valores de Clsy, encontradas no ensaio da curva de crescimento nestas duas linhagens no
periodo de 24 h de incubagdo. A doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle positivo.
Uma aliquota de 1 mL da suspensdo de células foi transferida para um tubo eppendorf e
centrifugada por 5 min a 2000rpm. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas
em 20 pL de solu¢do 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, montado com laminula, e em

seguida levadas ao microscopio de fluorescéncia para observagdo dos eventos celulares.

Analise dos dados

Para a quantificacdo percentual de cada evento celular (vidveis, necroticas e
apoptoticas), foram contadas 300 células de cada amostra. Os dados foram expressos como a
média + erro padrdo da média (E.P.M.) de trés experimentos independentes. Para verificagdo
da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados foram

comparados por andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Dunnet, utilizando o
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programa Prism versdo 4.0 (GraphPad Software), com nivel de significancia de 5 % (p <

0,05).

3.2.9 Determinacao da ativacio da caspase-3

As caspases pertencem a familia de proteases cisteinas. A ativacdo da caspase-3
possui papel fundamental no mecanismo de apoptose, sendo responsavel pela clivagem de
varios componentes celulares relacionados ao reparo e ao controle do DNA. Assim, a
quantificagdo dos niveis de caspase-3 permite avaliar os mecanismos de inducdo apoptdtica

(MEHMET, 2002).

Procedimento Experimental

A atividade de caspase-3 foi avaliada utilizando-se kit colorimétrico de protease,
de acordo com as recomendagcboes do fabricante. O método é baseado na deteccdo
espectrofotométrica do cromoforo p-nitroanilida (pNA) ap6s clivagem dos substratos X-pNA,
onde X representa a seqiiéncia de aminoacidos reconhecidos por caspases especificas: Asp-
Glu-Val-Asp (DEVD)-pNA para a caspase-3. Inicialmente, células HL-60 ¢ K-562 (2 x 10°
células/mL) foram incubadas por 24 horas com as vitafisalinas O, M e N nas concentragdes de
Clso (1.8 € 14.3 uM, 20.1 e 21 pM € 9.6 e 11.8 uM, para HL-60 e K-562 respectivamente) e
metade da Clsp, em estufa umida a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,. Apds o periodo
de incubacdo as células foram centrifugadas e lisadas em gelo. A quantidade de proteina no
lisado foi determinada utilizando-se o ensaio para dosagem de proteina pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976). Em seguida, 100-200 pg de proteinas foram incubadas com o
substrato em placa de 96 cavidades. A densidade oOptica das amostras foi medida em
comprimento de onda de 405 nm. A atividade de caspase nas amostras foi determinada em
relacdo ao controle negativo e expressa como atividade de caspase-3 especifica (Ul/mg de

proteina).

Analise dos dados

Os dados foram expressos como a média + erro padrao da média (E.P.M.) de

dois experimentos independentes. Para verificagdo da ocorréncia de diferencas significativas
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entre os diferentes grupos, os dados serdo comparados por andlise de variancia (ANOVA)

seguida pelo teste de Dunnet, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

3.2.10 Analise morfolégica — Coloracao por Hematoxilina/Eosina (H/E)

A colorag¢do por Hematoxilina/Eosina permite distinguir o citoplasma e o ntcleo
das células, sendo possivel analisar a célula quanto a sua integridade nuclear, bem como
alteracdes no citoplasma. A hematoxilina ¢ um corante alcalino que tem maior afinidade pelas
proteinas nucleares, dando ao ntcleo uma cor lilds. A eosina, por sua vez, liga-se ao

citoplasma conferindo-lhe uma coloragao rosea.

Procedimento experimental

Células da linhagen HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 pocos, na
concentracdo de 0,3 x 10° células/mL, e incubadas por 24 h com as vitafisalinas O e F nas
concentragdo de 2uM. A doxorrubicina (0,5 pM) foi usada como controle positivo. Para
observar a morfologia das células, laminas foram preparadas, com 50uL da suspensdo de
células, em citocentrifuga (cytospin) e fixadas com metanol 100% por 1 minuto. Em seguida,
as laminas foram lavadas com agua corrente, para retirada do excesso de metanol, e coradas
com hematoxilina de Harris 0,1%. Apds nova lavagem, para a retirada do excesso de

hematoxilina, as laminas foram coradas com eosina 0,5%.
Anadlise dos dados
As laminas com as células coradas foram levadas ao microscopio para
avaliagdo das suas caracteristicas morfologicas e comparadas ao controle negativo (nao-
tratado). O registro das alteragdes celulares foi feito através de fotografia.
3.2.11 Analise morfolégica - Coloragao por May-Grunwald-Giemsa
A coloragdo por May-Grunwald-Giemsa se baseia em interacdes eletrostaticas

entre os corantes ¢ moléculas-alvo. Essa coloracdo possui azul de metileno (corante basico),

eosina (corante acido), entre outros componentes basicos que permite distinguir o citoplasma
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e o nucleo, sendo possivel analisar a célula quanto a sua integridade nuclear, bem como

alteracdes no citoplasma.

Procedimento experimental

Células das linhagens HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 pogos, na
concentracdo de 0,3 x 10° células/mL, e incubadas por 24 h com as vitafisalinas O ¢ F na
concentragdo de 2 uM. A doxorrubicina (0,5 uM) foi usada como controle positivo. Para
observar a morfologia das células, ldminas foram preparadas, com 50uL da suspensdo de
células, em citocentrifuga (cytospin) e fixadas com metanol 100% por 1 minuto. Em seguida
as laminas foram coradas com May-Grunwald, por 10 seg, e em seguida com Giemsa por 10

seg.

Analise dos dados

As laminas com as células coradas foram levadas ao microscopio para
avaliagdo das suas caracteristicas morfoldgicas e comparadas ao controle negativo (nio-

tratado). O registro das alteracdes celulares foi feito através de fotografia.

3.2.12 Determinacio da Integridade da Membrana

Este método consiste na capacidade do iodeto de propideo (PI) se ligar ao DNA
de células cuja membrana plasmatica esteja rompida, como nos casos de apoptose tardia e
necrose, emitindo uma alta fluorescéncia quando excitado pelo laser de argonio (488nm). Nas
células cuja membrana permanece integra (células viaveis), o PI ndo consegue penetrar e
portanto emitem uma fluorescéncia mais baixa, com isso as células vivas podem diferenciadas

das mortas.

Procedimento Experimental

Células de HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 pogos, na concentragdo de
0,3 x 10° células/mL, e incubadas por 24 h com as vitafisalinas F e O nas concentragdes de 2,
5 e 10 uM. A doxorrubicina (0,5 uM) foi usada como controle positivo. Apés o periodo de

incubacdo uma aliquota de 50pL da suspensdo de células foi transferida para um tubo
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eppendorf e incubada por mais 5 minutos com 100uL de PI (50pg/mL). Em seguida as

amostras foram analisadas em citdometro de fluxo (EasyCyte da Guava Tecnologies).

Analise dos dados

Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram expressos
como a média + erro padrio da média (E.P.M.) de trés experimentos independentes. Para
verificagdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os grupos, os dados serdo
comparados por andlise de varidncia (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com nivel de

significancia de 5% (p < 0,05).

3.2.13 Avaliacao do ciclo celular e fragmentacio de DNA.

Esse método consiste na capacidade do iodeto de propideo se ligar ao DNA das
células, cuja membrana plasmatica foi primeiramente lisada por um detergente para permitir a
entrada do corante no nticleo. O ciclo celular ¢ constituido pelas seguintes fases: Gy, S, G, e
M. Durante o periodo de crescimento celular (fase G;) uma célula diploide apresenta um
conteudo 2n (n — contetdo de um conjunto hapldide de cromossomos) em DNA nuclear, i.c.,
possui duas copias de cada gene. Durante a fase S ocorre a duplicagdo do genoma nuclear (2-
4n) e na fase seguinte (fase G;) ocorre o segundo periodo de crescimento celular, durante o
qual o conteudo em DNA nuclear ¢ mantido no nivel 4n. Em seguida ocorre a mitose (fase M,
4n) durante a qual a célula se divide, formando-se duas células filhas, cada uma com um
conteudo 2n em DNA. As células que ndo se encontram em divisdo celular (Gy) apresentam
um contetdo 2n em DNA. Assim, as diferentes fases do ciclo celular podem ser determinadas
a partir do conteudo de DNA que elas apresentam.

Quando as células se apresentam com a cromatina condensada e/ou DNA
fragmentado, a quantidade de PI incorporada ¢ menor, e portanto emitem uma fluorescéncia

mais baixa.
Procedimento Experimental
Células de HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 pocos, na concentragdo de

0,3 x 10° células/mL, e incubadas por 24 h com as vitafisalinas F e O nas concentragdes de 2,

5 e 10 uM. A doxorrubicina (0,5 uM) foi usada como controle positivo. Apos o periodo de
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incubagdo uma aliquota de 50 pL da suspensdo de células foi transferida para um tubo
eppendorf e incubada por mais 30 minutos com 100uL de uma solugdo de lise contendo PI
(50pg/mL), Triton X-100 (0,1%) e citrato de sodio (0,1%). Em seguida as amostras foram
analisadas em citometro de fluxo (EasyCyte da Guava Tecnologies), onde foram obtidas
histogramas representando a quantidade de células em cada fase do ciclo celular (Gy, S e

G,/M) e a quantidade de células com DNA fragmentado.

Analise dos dados

Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram expressos
como a média + erro padrdo da média (E.P.M.) de trés experimentos independentes. Para
verificagdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados
serdo comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com nivel

de significancia de 5% (p < 0,05).

3.2.14 Determinacio do Potencial Transmembrinico de Mitocondria

A mitocondria estd envolvida em diversas vias apoptoticas intrinsecas. O
citocromo ¢ liberado da membrana externa da mitocondria ird contribuir para desdobramento
de rotas apoptoéticas e o espago liberado funcionara como poro. Através destes poros formar-
se-4 um efluxo de fons H', induzindo uma alteracdo de seu potencial transmembranico. A
rodamina 123, um corante fluorescente nucleofilico, ¢ seqiiestrado pra dentro da mitocondria
quando esta apresenta seu potencial transmembranico inalterado. Assim, as células viaveis
emitirdo alta fluorescéncia verde devido a maior quantidade de rodamina ligada as cargas
positivas internas enquanto que as mitocondrias das células apoptoticas terdo menos afinidade

pelo corante, gerando eventos que emitirdo menor fluorescéncia.

Procedimento Experimental

Células de HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 pocos, na concentragdo de
0,3x 10° células/mL, e incubadas por 24 h com as vitafisalinas F e O nas concentragdes de 2,
5 e 10 uM. A doxorrubicina (0,5 uM) foi usada como controle positivo. Apos o periodo de
incubacdo uma aliquota de 50 puL da suspensdo de células foi transferida para um tubo

eppendorf e incubada por mais 15 minutos com 200uL. de uma solu¢do de rodamina 123 (1
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pg/mL em PBS), na auséncia de luz e a 37 °C. Apds o periodo de incubagao as células foram
centrifugadas e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspendido em PBS e
reincubado por mais 30 minutos e analisadas por citometria de fluxo (EasyCyte da Guava

Tecnologies).

Analise dos dados

Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram expressos
como a média £ erro padrio da média (E.P.M.) de trés experimentos independentes. Para
verificagdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados
foram comparados poranalise de variancia (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com nivel

de significancia de 5% (p < 0,05).

3.2.15 Avaliacdo da atividade antitumoral da vitafisalina F em camundongos

transplantados com Sarcoma 180

A avaliacao da atividade antitumoral est4 relacionada a regressao total de tumores
nos animais, a reducdo no crescimento dos tumores e ao aumento da expectativa de vida
durante o tratamento, comparado com os animais ndo tratados. Schabel et al. (1977)
demonstrou que o melhor resultado desses fatores depende do procedimento do tratamento,
que devera ser comegado até 48 h apos o transplante. Neste periodo, as células tumorais ja
teriam iniciado a formag@o do nédulo tumoral. O tumor utilizado foi o Sarcoma 180, o qual
foi descoberto em 1914 no ‘Crocker Laboratory (Columbia University, New York)’, sendo
originalmente um tumor soélido, surgido espontaneamente na regido axilar de camundongos.
Inicialmente o tumor foi classificado como um carcinoma mamario, mas por volta de 1919,
apos a realizagdo de varios transplantes subcutaneos, o tumor assumiu a forma de sarcoma, e

desde entdao se mantém inalterado.

Procedimento Experimental

Para a avaliacdo do efeito antitumoral da vitafisalina F foram utilizados

camundongos (Mus musculus Swiss) fémeas provenientes do Biotério Central da

Universidade Federal do Ceara (BIOCEN - UFC). Esses animais foram divididos
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aleatoriamente em 4 grupos (n = 8 para cada grupo) com pesos variando entre 22 ¢ 25 g (p >
0,05).

O modelo tumoral - tumor sélido do tipo Sarcoma 180 - foi utilizado com 10 dias
de implantagdo na regido axilar direita. O animal doador, ou da manutencdo, foi sacrificado
por deslocamento cervical, sendo realizado assepsia com alcool iodado. Em seguida, foi
retirado o liquido ascitico da cavidade abdominal e preparado uma suspensao 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 de células. Nos animais receptores, foram injetadas 2 x 10 ® céls/0,5
mL na regido axilar esquerda dos camundongos. Apds 24 h de inoculagdo, o tratamento foi
iniciado e realizado durante 7 dias consecutivos, utilizando como controle negativo, o veiculo
de diluigao (DMSO 4 %) e como controle positivo, o quimioterdpico 5-Fluoracil (25
mg/kg/dia). A vitafisalina F foi testada nas doses de 5, 10 e 20 mg/kg/dia, todas
administradas por via intraperitoneal (i.p.). A dose de 20 mg/kg/dia também foi administrada
por via oral (v.0.).

Todos os grupos foram mantidos sob as mesmas condicdes e sob regime de
ingestdo ad libitum de ragdo comercial (Purina, S3o Paulo) e 4gua clorada durante todo o
periodo do experimento.

No final do experimento, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, sendo seus 6rgdos (rins, baco, figado) e tumores dissecados para avaliacdo do peso
relativo e da atividade antitumoral, respectivamente.

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

IT (%) = [(A-B)/A] x 100

Onde: A =média dos pesos dos tumores no grupo controle.

B = média dos pesos dos tumores nos animais tratados.

Analise dos dados

Os resultados (peso relativo dos 6rgdos e peso dos tumores) foram expressos
como média = E.P.M. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os
grupos, os dados foram comparados por andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de

Dunnet, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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3.2.15.1 Observacoes Histopatologicas

Imediatamente apos a disseccdo, os 6rgdos e os tumores foram fixados em
formol 10 % para posterior andlise macroscopica em relagdo a coloracdo, tamanho,
consisténcia e aspecto superficiais e corte. Em seguida, os tecidos foram processados,
embebidos em parafina e secgdes de 3-5 pm de espessura foram preparadas em laminas.
Depois de desparafinizadas em xilol por 15 min e desidratadas em alcool em crescentes
concentragdes, as laminas foram lavadas em agua destilada, coradas com H/E e examinadas

em microscopio optico (x400).



Resultados
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacio da atividade citotoxica em células tumorais in vitro - MTT

A avaliagdo da atividade citotoxica das vitafisalinas foi realizado pelo método do
MTT em cinco linhagens de células tumorais (MDA-MB-435 — melanoma, NCI-H460 -
pulmao, SF-295 — glioblastoma, HL-60 - leucemia promielocitica e PC-3 — prostata) apos 72
horas de incubagdo. A tabela 2 apresenta os valores de Cls obtidos no ensaio.

Todas as vitafisalinas apresentaram efeitos citotoxicos nas cinco linhagens
testadas, com Clsy variando de 0,7 a 15,8uM. A vitafisalina O foi a que apresentou maior
efeito citotoxico, com valores de Clsy menores que 1,9uM em quatro das cinco linhagens
testadas, sendo a mais ativa de 0,7 uM na linhagem de HL-60 e a menos ativa de 3,2 uM na
linhagem SF-295. J4 o composto menos ativo foi a vitafisalina (175,20R,22R)-55,6/:18,20-2-
diepoxi-4p,18-diidroxi-1-oxovita-3-24-enolido, com valores de Clsy variando entre 6,9 e 15,8
UM nas linhagens de HL-60 e SF-295 respectivamente. Para este ensaio, foram consideradas

ativas as substancias que apresentaram Clso < 8 uM (BOIK, 2001)
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Tabela 2 - Atividade citotoxica in vitro de vitafisalinas isoladas da Acnistus arborescens em

linhagens de células tumorais.

Linhagens tumorais

CI50 IJ.M
Vitafisalina MDA-
MB435 SF-295 HL-60 PC-3
o 1,5 3,2 0,7 1,9
(1,1-1,9) (1,9-5,5) (0,6 - 0,7) (1,2-2)9)
F 2,7 6,4 1,4 3,0
(1,3—-4,6) (2,7-83) (1,3-1,7) (1,8—-4,7)
M 4,1 7,9 4,1 15,1
(2,6 —6,4) (5,8-84) 2,6 -6,00 (10,1-20,0)
(17S,20R,22R)-
54,64:18,20-
2.diepoxi- 11,8 15,8 6,9 14,2
44,18-diidroxi- (6,2 -21,3) (10,8 —21,6) (5,6 —8,2) (9,4 -20,6)
1-oxovita-3.24-
enolido
N 7,6 11,3 5,5 6,3
(3,4-16,0) (6,8 -16,6) (5,0-5,9) (3,1 -13,2)

Os dados s@o apresentados em valores de Clsyp uM e o intervalo de confianga de

95% de dois experimentos independentes realizado em triplicata pelo método do MTT apds
72 horas de incubagdo para as linhagens MDA-MB435 (melanoma), NCI-H460 (pulmao), SF-
295 (glioblastoma), HL60 (leucemia) e PC-3 (prostata).
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4.2 Avaliacio da atividade citotoxica em células normais in vitro — Alamar Blue

Para avaliar a seletividade em células normais humana, a atividade citotoxica das
vitafisalinas O, M e N foram avaliadas em PBMC, através do método do alamar blue apds 72
horas de incubagdo. A tabela 3 apresenta os valores de Cls obtidos no ensaio.

A vitafisalina F foi a mais citotoxica em PBMC, com ICsy de 1,2 uM. As

vitafisalinas O e M apresentaram ICsq de 3,7 ¢ 16,9 uM, respectivamente.

Tabela 3 - Atividade citotoxica in vitro de vitafisalinas isoladas da Acnistus arborescens em
PBMC.

PBMC
Clso uM
3,7
(3,1-43)
1,2
(0,8-1,6)

N 16,9
(12,8 —22,1)

Vitafisalina

o

Os dados sdo apresentados em valores de Clso uM e o intervalo de confianga de
95% de dois experimentos independentes realizado em triplicata pelo método do alamar blue

apos 72 horas de incubagdo com células PBMC.

4.3 Avaliacio da atividade antiproliferativa em células leucémicas (Curva de

crescimento celular) - exclusio por azul de tripan

A construgdo da curva de crescimento foi utilizada para determinar a cinética de
crescimento de células leucémicas (HL-60 ¢ K562) sob efeito das vitafisalinas O, F, M ¢ N
nos intervalos de tempo de 12h, 24h, 36h, 48h, 60h e 72h. As quatro vitafisalinas testadas
apresentaram uma reducdo significante no nimero de células viaveis, tanto na linhagem de
HL-60 como de K-562, e esses efeitos parecem ocorrer de modo concentracdo e tempo
dependente (Figuras 12, 13, 14 ¢ 15).

Nas primeiras 12 horas de tratamento o inico composto a apresentar efeito sobre a
viabilidade das células foi a vitafisalina O, na linhagem de HL-60, com valor de Clsy de 6,2
uM. Os demais compostos, com exce¢do da vitafisalina M, comegaram a reduzir a viabilidade

celular de ambas as linhagens a partir de 24 h de tratamento, onde as vitafisalinas O, F e N
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apresentaram Clso de 1,7, 3,5 ¢ 9,5 uM na linhagem de HL-60 e 14,4, 5,3 ¢ 11,8 uM na
linhagem de K-562, respectivamente. Os primeiros efeitos da vitafisalina M, sobre a
viabilidade celular, comecaram apenas depois de 36 h de incubagdo e se estenderam até o
final do periodo de tratamento, apresentando Clsy de 2,3 e 3,5 pM para HL-60 e K-562,
respetivamente. A partir de 48 h até o final do periodo de 72 h de tratamento, houve pouca
variagdo nas Clsy das vitafisalina O, F e N. Todos os valores de Cls, estdo apresentadas na

tabela 4.
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Figura 12 - Curva de crescimento celular da linhagem HL-60 (leucemia humana) tratada com
as vitafisalinas O (A), F (B), M (C) e N (D).

A viabilidade celular foi determinada por exclusdo de azul de tripan nos tempos de

24, 36, 48, 60 ¢ 72 horas de incubag@o. Os dados correspondem a média = E.P.M. de trés

experimentos independentes realizado em duplicata. Os resultados de 12 h de tratamento ndo

foram mostrados.
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Figura 13 — Curva de crescimento celular da linhagem K-562 (leucemia humana) tratada com
as vitafisalinas O (A), F (B), M (C) e N (D).

A viabilidade celular foi determinada por exclusdo de azul de tripan nos tempos de
24, 36, 48, 60 e 72 horas de incubag@o. Os dados correspondem a média = E.P.M. de trés
experimentos independentes realizado em duplicata. Os resultados de 12 h de tratamento ndo

foram mostrados.
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Figura 14 — Curva de crescimento celular da linhagem K-562 (leucemia humana) tratada com
as vitafisalinas O (A), F (B), M (C) e N (D).

O numero de células foi determinado por exclusdo de azul de tripan nos tempos de
12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas de incubagdo. Os dados correspondem a média = E.P.M. de trés

experimentos independentes realizado em duplicata.
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Figura 15 — Curva de crescimento celular da linhagem K-562 (leucemia humana) tratada com
as vitafisalinas O (A), F (B), M (C) e N (D).

O numero de células foi determinado por exclusdo de azul de tripan nos tempos de
12, 24, 36, 48, 60 ¢ 72 horas de incubagdo. Os dados correspondem a média = E.P.M. de trés

experimentos independentes realizado em duplicata.
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Tabela 4 — Atividade citotoxica das vitafisalinas F, O, M ¢ N em células leucémicas das

linhagens HL-60 (leucemia promielocitica) e K562 (leucemia mielocitica cronica).

Linhagem ICso, média + E.P.M., uM
Composto

celular 12 horas 24 horas 36 horas 48 horas 60 horas 72 horas

HL60 6,2+2.8 1,8+0,3 1,3+0,1 0,8+0,0 1,0+0,1 0,7+0,0

0 K562 >19,7 144+14 3,5+£0,7 2,1+£0,2 1,0+0,1 1,2+0,0
HL60 >20,5 35+1,7 3,3+2,0 1,6 £0,8 1,2+0,3 0,8+0,1

F K562 >20,5 5,3+49 33+£27 1,6 £0,8 1,2+0,6 1,1+£04
HL60 >20,7 194+1,6 85+0,7 6,2+0,7 43+0,2 23+0,7

M K562 >20,7 > 20,7 7,3+0,9 7,1 £0,5 3,8+0,7 35+£04

N HL60 >20,7 9,2+0,3 49+0,3 2,1+£0,1 3,2+0,1 2,7+0,3

K652 >20,7 118+04 3,6+0,1 22+0,0 2,3+0,1 1,7+ 0,0

Os dados sdo apresentados em valores de Clsp média £+ E.P.M., uM de trés

experimentos independentes realizados em duplicata.

4.4 Avaliacao da atividade genotoxica em células normais e leucémicas.

O potencial genotoxico das vitafisalinas O, M e N foi avaliado através do teste do
cometa, em células de HL-60 ¢ PBMC, apo6s 24 horas de incubacdo. As concentragdes
utilizadas neste ensaio correspondem aos valores de Cls, encontrados na curva de crescimento
em HL-60, a metade da Clsy € o dobro da Clsy.

Todas as vitafisalinas testadas aumentaram o indice de dano e a freqiiéncia de

dano, tanto em PBMC quanto em HL-60 (Figura 16 e 17).
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Figura 16 — Freqiiéncia de dano das vitafisalinas O, M e N sobre células de PBMC (A) e HL-
60 (B), analisado pelo teste do cometa apos 24 horas de incubagdo. C: controle negativo; D:
Doxorubicina (0,5 uM) foi usada como controle positivo. Os dados correspondem a média +
E.P.M. de dois experimentos independentes. * p < 0,05 comparado com o controle negativo
por ANOVA seguido pelo teste de Dunnet.
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Figura 17 - Indice de dano das vitafisalinas O, M e N sobre células de PBMC (A) ¢ HL-60
(B), analisado pelo teste do cometa ap6s 24 horas de incubacdo. C: controle negativo; D:
Doxorubicina (0,5 uM) foi usada como controle positivo. Os dados correspondem a média +
E.P.M. de dois experimentos independentes. * p < 0,05 comparado com o controle negativo
por ANOVA seguido pelo teste de Dunnet.
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4.5 Inibicao da sintese de DNA — BrDU

Neste ensaio, foi avaliada a capacidade proliferativa de células tratadas em
comparacdo as ndo-tratadas pela incorporacdo de BrdU no DNA (Tabela 5). Os resultados
mostraram que as vitafisalinas O, M e N causam uma reducdo significativa da incorporagio
do BrdU nas duas linhagens testadas.

A vitafisalina O, na concentragdo de 1,8 uM, causou uma inibi¢do de 81% na
sintese de DNA nas células de HL-60, enquanto que em K-562 uma concentragdo sete vezes
maior (14,4 png/mL) reduziu apenas 64%. As vitafisalinas M (19,4 uM) e N (9,2 pM) inibiram
em quase 100% a sintese de DNA em células de HL-60. Em células de K-562 as vitafisalinas
M (21,0 uM) e N (11,8 uM) reduziram em torno de 60% a incorporagdo de BrdU.

Tabela S - Efeito das vitafisalinas O, M e N na incorporacdo do 5-bromo-2’-deoxyuridina

(BrdU) em células leucémicas de HL-60 e K562 depois de 24 horas de incubacao.

Composto Concent(rsﬁ;) ng/mL Células postivas (%) T/C

HL-60 K562 HL-60 K562  HL-60 K562

Controle - - 67% 56% - -
Doxorrubicina 0,5 0,5 35%*° 35%? 0.51 0.62
0,9 7,1 50% ° 31%"° 0.74 0.55
© 1,8 14,4 13% 20% * 0.19 0.36
9,7 10,4 37%° 26%"° 0.55 0.46
M 19,4 21 5,0% 22%:* 0.06 0.39
4,6 59 36%*° 53%° 0.55 0.95
N 9,2 11,8 3,0%™° 23%:* 0.05 0.40

Nota: Os dados correspondem a media de células positivas (%) de dois experimentos independentes. T/C =
tratado/controle.

*p<0.05, y2 comparado com o controle

® p<0.05, %2 comparado com a doxorrubicina

4.6 Coloraciao Diferencial por Brometo de Etidio/Laranja de Acridina

Ap6s 24 horas de incubagdo, as trés vitafisalinas testadas causaram uma reducao

de modo dose-dependente, no nimero de células viaveis, e um aumento de células apoptdticas
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e necroticas em ralagdo ao controle (p < 0,05). As células de HL-60 quando tratadas com a
vitafisalina O (1,8 uM), apresentaram 38,89% de células vidveis, enquanto que no controle
esse nimero foi de 95,89%. Conseqiientemente o nimero de células apoptoticas e necroticas
foi maior nas células tratadas com o composto (48,89 e 13,33%, respectivamente) do que no
controle (2,78 e 1,33%, respectivamente). Em relagdo ao controle, as vitafisalinas M e N
também causaram um aumento no numero de células necroticas de HL-60 (29% e 34%,
respectivamente). As células tratadas com doxorrubicina apresentaram um aumento do
numero de células apoptoticas (33,78%), assim como de células necréticas (13,33) (Figura
18A).

J& na linhagem de K-562 o efeito mais observado foi o aumento no nimero de
células apoptdticas. Enquanto que no controle a porcentagem de células apoptoticas era de
8%, nas células tratadas com as vitafisalinas O, M e N essa porcentagem aumentou para

73,89, 32,56 e 71,78% respectivamente (Figura 18B).
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Figura 18 - Efeito das vitafisalinas O, M e N sobre células de HL-60 (A) e K562 (B),
analisado por Brometo de Etidio/Laranja de Acridina apds 24 horas de incubagdo. C: controle
negativo; D: Doxorubicina (0,5 pM) foi usada como controle positivo. Os dados
correspondem a média £ E.P.M. de trés experimentos independentes. * p < 0,05 comparado
com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnet.



78

4.7 Determinacio da ativacio da caspase-3

A ativag@o da caspase-3 foi avaliada por ensaio colorimétrico. A doxorrubicina
(0,5 uM) foi usada como controle positivo em todos os experimentos. O controle negativo foi
tratado com o veiculo (DMSO) usado para diluir a substancia. Apenas as vitafisalinas O e N,
nas maiores concentracdes testadas, induziram significativamente a ativagdo de caspase-3 em
células de HI-60 (Figura 19). Em células de K-562, nenhuma das trés vitafisalinas testadas

induziu ativagdo de caspase-3 (Dados ndo apresentados).
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Figura 19 - Efeito das vitafisalinas O, M e N sobre a ativagdo da caspase-3 em cé¢lulas de HL-
60 apods 24 horas de incubagdo. . C: controle negativo; D: Doxorubicina (0,5 uM) foi usada
como controle positivo. Os dados correspondem a média = E.P.M. de trés experimentos
independentes. Os resultados sdo expressos como atividade especifica. Os valores
correspondem a média = E.P.M. de dois experimentos independentes realizados em triplicata.
* p <0,05 comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.
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4.8 Analise morfolégica — Coloracao por Hematoxilina/Eosina (H/E) e May-Grunwald-

Giemsa

Analises morfologicas das células de HL-60 tratadas com as vitafisalinas O e F
foram feitas por coloracdo de Hematoxilina/Eosina ¢ de May-Grunwald-Giemsa com o
objetivo de visualizar as possiveis alteracdes decorrentes do tratamento com as vitafisalinas O
e F. Analises por microscopia oOptica das células de HL-60, coradas, revelaram varias
diferencgas entre as células tratadas e o controle negativo. As células de HL-60 do controle
negativo exibiram uma morfologia tipica com membrana integra, células pleomorficas, nitida
visualizac¢do tanto da membrana plasmatica quanto nuclear (Figuras 20A e 21A).

Nas células tratadas com as vitafisalinas O e F, os efeitos foram melhores
visualizados na coloragdo de May-Grunwald- Giemsa, onde a maioria das células apresentava
uma morfologia atipica, semelhante a figuras mitoticas da fase profase (Figuras 21C e 21D).
Na analise das células coradas com H/E, apenas visualizamos discreta condensacdo da
cromatina (Figuras 20C e 20D). A doxorrubicina, por sua vez, induziu alteragdes compativeis

com a morte celular por apoptose, incluindo fragmentacao nuclear (Figuras 20B e 21B).



Figura 20 - Morfologia de células da linhagem HL-60 (leucemia) ap6s 24h de incubagio,
coradas por Hematoxilina/Eosina e visualizadas por microscopia optica. (A): controle
negativo; (B): Doxorubicina (0,5 pg/mL) foi usada como controle positivo; (C): células
tratadas com a vitafisalina O na concentrag¢do de 2 puM; (D): células tratadas com a vitafisalina
F na concentragdo de 2 uM. Seta preta: condensag@o da cromatina; Seta branca: fragmentacao
nuclear.
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Figura 21 - Morfologia de células da linhagem HL-60 (leucemia) ap6s 24h de incubagdo,
coradas por May-Grunwald-Giemsa e visualizadas por microscopia Optica. (A): controle
negativo; (B): Doxorubicina (0,5 pg/mL) foi usada como controle positivo; (C): células
tratadas com a vitafisalina O na concentrag¢do de 2 pM; (D): células tratadas com a vitafisalina

F na concentragdo de 2 uM. Seta branca: fragmentacdo nuclear; Seta preta pontilhada: pré-
profase; Seta azul: mitose atipica.
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4.9 Determinacio da Integridade da Membrana

A avaliacdo da integridade de membrana serviu como parametro pra determinar a
viabilidade das células de HL-60 tratadas com as vitafisalinas F e O.

Como pode ser observado na figura 22, nenhuma das duas substancias reduziu a
viabilidade celular na concentragdo de 2 pM. Na concentracdo de 5 puM, apesar de uma
pequena diferenca de 5,11%, apenas a vitafisalina F mostrou redug@o significativa do numero
de células vidveis em relacdo ao controle. Ja na concentracdo de 10 uM tanto a vitafisalina F
quanto a O reduziram significativamente a viabilidade das células de HL-60 para 39,13 e
59,81%, respectivamente (Figura 22). Vale ressaltar que, apesar das células apresentarem
membranas integras, a concentracdo de células estd reduzida, em todos as concentracoes

testadas, relagdo ao controle negativo (Figura 23).
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Figura 22 - Efeito das vitafisalinas F ¢ O sobre a viabilidade (integridade de membrana) de
células leucémicas de HL-60, analisado por citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo,
apos 24 horas de incubagdo. C: controle negativo; D: Doxorubicina (0,5 uM) foi usada como
controle positivo. Os dados correspondem a média = E.P.M. de trés experimentos
independentes. Cinco mil eventos foram contados em cada experimento. *, p < 0,05
comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.
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Figura 23 - Efeito das vitafisalinas F e O sobre a concentracao de células leucémicas de HL-
60, analisado por citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo, ap6s 24 horas de
incubagdo. C: controle negativo; D: Doxorubicina (0,5 uM) foi usada como controle positivo.
Os dados correspondem a média + E.P.M. de trés experimentos independentes. Cinco mil
eventos foram contados em cada experimento. *, p < 0,05 comparado com o controle negativo
por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.

4.10 Avaliacgao do ciclo celular e fragmentacio de DNA

A anélise do ciclo celular das células de HL-60, tratadas com as vitafisalinas F e
O, foi feita através do programa ModFit LT 3.1. Os resultados mostraram que ambas
vitafisalinas alteram o ciclo celular ja a partir da menor concentragdo testada (2 uM), onde a
quantidade de células na fase Gy/G; é maior do que no controle negativo, e na fase S menor.
Ja na concentragdo de 5 uM as células aparecem acumuladas na fase G»/M do ciclo celular,
com 23,67% e 39,23%, para as vitafisalinas O e F, respectivamente, enquanto no controle o
namero de células em G,/M foi de 8,3%. Na concentracdo de 10 uM a maioria das células se
encontram na fase S do ciclo celular. A doxorrubicina, que foi utilizada como controle
positivo, apresentou um acumulo de 64,24% das células na fase Go/M do ciclo celular. As
porcentagens, referentes ao numero de células presentes em cada fase do ciclo celular, estdo
apresentadas na tabela 6.

Na figura 24 as fases do ciclo celular estdo representadas sob a forma de

histogramas, onde € possivel se observar o acumulo em G/M de células tratadas com a
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doxorrubicina e as vitafisalinas F ¢ O na concentragio de 5 uM. E possivel observar também

o aumento do numero de células na fase S nos tratamentos com 10 pM das duas vitafisalinas.
A vitafisalina F causou um aumento significativo da fragmentagdo de DNA, em

todas as concentragdes testadas, enquanto no tratamento com a vitafisalina O esses efeitos so

foram observados nas duas maiores concentragdes (Figura 25).

Tabela 6 - Efeito das vitafisalinas F ¢ O sobre a distribui¢do do ciclo celular em células
leucémicas (HL-60) determinado por citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo, apds
24 horas de incubacdo. C: controle negativo; D: Doxorubicina (0,5 uM) foi usada como

controle positivo.

Fase do ciclo celular (%)

Substincias Concentracio

Go/Gy S G2/M

C - 41.34 50.36 8.30
D 0.5 7.91%* 29.55* 64.24*

5 54.70* 41.74* 3.56
0] 5 36.04 41.63* 23.67*

10 33.83* 57.25 8.87

2 55.65% 35.36% 10.03
F 5 24.51* 37.52% 39.23*

10 35.24% 60.51* 4.25

Os dados correspondem a média + E.P.M. de trés experimentes independentes.
Cinco mil eventos foram contados em cada experimento. *, p < 0,05 comparado com o

controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.
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Figura 24 - Efeito das vitafisalinas F e O sobre a distribui¢do do ciclo celular (eixo x:
intensidade de fluorescéncia; eixo y: nimero de células) em células leucémicas (HL-60)
determinado por citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo, apds 24 horas de
incubacgdo. C: controle negativo; D: Doxorubicina (0,5 uM) foi usada como controle positivo.
Os histogramas foram obtidos no programa ModFit LT 3.1, e representam a média de trés
experimentos independentes.
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Figura 25 - Efeito das vitafisalinas F e O sobre a fragmentacio de DNA de células
leucémicas de HL-60, analisado por citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo, apods
24 horas de incubagdo. C: controle negativo; D: Doxorubicina (0,5 uM) foi usada como
controle positivo. Os dados correspondem a média + E.P.M. de trés experimentes
independentes. Cinco mil eventos foram contados em cada experimento. *, p < 0,05
comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.
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4.11 Determinac¢ao do Potencial Transmembranico de Mitocondria

Ambas vitafisalinas testadas causaram alteragdes no potencial transmembranico
das células de HL-60. Nas células tratadas com a vitafisalina F, ja na concentracdo de 2 puM,
houve um aumento da despolarizagdo mitocondrial (7,7 %) em relagdo ao controle (2,9 %).
Na concentragdo de 5 M esse nimero foi de 16,6 %. No tratamento com a vitafisalina O os
efeitos s6 foram observados nas duas maiores concentragdes testadas (5 ¢ 10 uM), com 17,5 ¢
9.2 % de células apresentando despolarizacdo de mitocondria, respectivamente. A

doxorrubicina ndo apresentou efeito significativo em relagdo ao controle (Figura 26).
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Figura 26 - Efeito das vitafisalinas F e O sobre o potencial transmembranico de de células
leucémicas de HL-60, analisado por citometria de fluxo utilizando rodamina 123 apos 24
horas de incubagdo. C: controle negativo; D: Doxorrubicina (0,5 pM) foi usada como controle
positivo. Os dados correspondem a média + E.P.M. de trés experimentes independentes.
Cinco mil eventos foram contados em cada experimento. *, p < 0,05 comparado com o
controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.
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4.12 Avaliacdo da atividade antitumoral da vitafisalina F em camundongos

transplantados com Sarcoma 180

A avaliacdo da atividade antitumoral da vitafisalina F foi realizada em
camundongos Mus musculus Swiss utilizando o modelo experimental do Sarcoma 180. A
vitafisalina F foi administrada nos animais pelas vias intraperitoneal (5, 10 e 20 mg/kg/dia) e
oral (20mg/kg/dia) durante 7 dias consecutivos. No 9° dia, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e dissecados para a retirada do tumor, figado, bago e rins.

Em todas as doses testadas a vitafisalina F foi capaz de diminuir
significativamente o crescimento da massa tumoral em relagdo ao controle negativo (DMSO
4%). O peso médio dos tumores dos animais tratados com DMSO 4% foi de 1,83 + 0.45 g,
enquanto nos animais tratados com 5, 10 e 20 mg/kg/dia da vitafisalina F por via i.p. foi de
1,32 + 0,33g, 0,75 + 0,20 g ¢ 0,37 + 0,10 g, respectivamente. Ja nos animais tratados com a
vitafisalina F (20 mg/kg/dia) por via oral e nos animais tratados com 5-FU (25 mg/kg/dia), o
peso médio dos tumores foi de 0,53 + 0,09 g e 0,50 + 0,05 g, respectivamente. Dessa maneira
foi possivel determinar os percentuais de inibi¢do do crescimento tumoral. A vitafisalina F
administrada por via i.p. inibiu em 28,94, 56,95 e¢ 77,50 % o crescimento do tumor nas doses
de 5, 10 e 20 mg/kg/dia, respectivamente. Quando administrada por via oral (20 mg/kg/dia) a
vitafisalina F inibiu em 76,30 % o crescimento tumoral. O 5-FU inibiu 70 % do crescimento

tumoral (Figura 27).
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Figura 27 - Efeito da vitafisalina F nas doses de 5, 10 e 20 mg/Kg/dia i.p. e 20 mg/Kg/dia
v.0. sobre a proliferacdo tumoral de camundongos (Mus musculos) Swiss transplantados com
Sarcoma 180, apos 7 dias de tratamento. C: o controle negativo foi tratado com o veiculo
usado para diluir a droga (DMSO 4%). 5-FU: o 5-Fluorouracil (25 mg/Kg/dia) foi utilizado
como controle positivo. Os valores correspondem a média + E.P.M. de 8§ animais. *, p < 0,05
comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnet.
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4.12.1 Analise histopatolégica dos érgaos

Ap6s o tratamento com diferentes doses de vitafisalina F, o peso relativo timido
de alguns 6rgdos mostrou diferenca estatistica (p< 0,005) quando comparados com os 6rgaos
do grupo controle. Na dose de 20mg/Kg/dia v.o. ndo foi observada nenhuma alteracdo quanto
ao peso dos 6rgdos dos animais tratados. Ja na dose de 20mg/Kg/dia i.p. todos os 6rgdos
analisados apresentavam peso maior em relagdo aos do controle negativo. Nas doses de 5 e 10
mg/Kg/dia i.p. apenas o baco e o figado apresentavam diferenga significativa em relagdo ao
controle, respectivamente. No tratamento com S5-fluorouracil (25mg/Kg/dia) houve uma
redugdo significante no peso do bago (p < 0,05) e um aumento do peso do rim em relagdo ao
grupo controle (Tabela 7).

Histologicamente, os 6rgdos dos animais do grupo controle negativo (DMSO 4%)
ndo apresentaram sinais graves de toxicidade, com o figado apresentando degeneracgdo
hidropica e balonizante, os rins com estrutura glomerular preservada e o baco apresentando
varios megacariocitos.

Na analise histopatologica dos 6rgdos dos animais tratados com a vitafisalina F
apenas no figado e nos rins foram encontradas alteracdes microscopicas (Figuras 28 e 29). No
figado os efeitos foram um pouco mais severos, com a presenga de focos de necrose de
hepatocitos, esteatose e tumefacdo celular. Ja nos rins, foram encontrados cilindros hialinos e
hemorragia glomerular. Nos animais tratados com 5-FU também foram encontrados sinais de
toxicidade no figado e nos rins, como: focos inflamatorios e intensa tumefacdo celular no
figado e presenca de cilindros hialinos nos rins. Porém vale ressaltar que em nenhum dos
grupos foi encontrado fibrose intersticial no figado, e nos rins todos os grupos apresentavam
glomérulos preservados, o que indica que esses efeitos podem ser passiveis de regeneragao.
No bago ndo foram encontradas nenhuma alteracdo em relagdo ao controle negativo (Figura
30).

Em todos os grupos o tumor era constituido por neoplasia maligna composta por
células redondas, com binucleacdo, freqiientes figuras de mitose e diferentes graus de
pleomorfismo celular e nuclear. Porém nos grupos tratados com a vitafisalina F foram
encontradas diversas areas de necrose, sendo estas mais predominantes no grupo tratado com

20 mg/Kg/dia i.p. e acompanhadas de intensa rarefacao celular (Figura 31).
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Tabela 7 — Efeito da vitafisalina F nas doses de 5, 10 e 20 mg/Kg/dia i.p. e 20 mg/Kg/dia
v.0., sobre o peso relativo dos orgdos de camundongos (Mus musculos) Swiss transplantados
com Sarcoma 180, apos 7 dias de tratamento. C: o controle negativo foi tratado com o veiculo
usado para diluir a droga (DMSO 4%). 5-FU: o quimiotrapico 5-Fluorouracil (25 mg/Kg/dia)

foi utilizado como controle positivo.

Baco Rim Figado
Dose g/100g de 2/100g de 2/100g de
(mg/kg/dia) massa massa massa
corporea corporea corporea
C - 0,35+0,03 1,07+£0,06 4,64+0,19
5-FU 25 i.p. 0,21*+0,04 1,30*+0,07 4,78+0,24
51i.p. 0,71* £ 0,04 1,07+0,04 4,28+0,22
; *
Vitafisalina F 10 1p 0,37+0,03 1,11+0,06 5,18*+0,28
20 1.p. 0,55*+ 0,06 1,66*£0,08 5,55*+0,24
20 v.o. 0,40+0,04 1,20+£0,05 4,40+0,23

Os valores correspondem a média = E.P.M. de 8 animais. *, p < 0,05 comparado

com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnet.
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Figura 28 - Fotomicrografia do figado de camundongos (Mus musculus) Swiss transplantados
com Sarcoma 180 e sacrificados ap6s 7 dias de tratamento. O controle negativo (A) foi
tratado com veiculo de diluicdo da substancia (DMSO 4 %). O quimioterapico 5-Fluorouracil
na dose de 25 mg/kg/dia foi usado como controle positivo (B). A vitafisalina F foi
administrada nas doses de 10 (C) e 20 (D) mg/kg/dia i.p. Colorag¢do por hematoxilina/eosina e
visualizacdo por microscopia optica. Aumento = 400x.
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Figura 29 - Fotomicrografia dos rins de camundongos (Mus musculus) Swiss transplantados
com Sarcoma 180 e sacrificados ap6s 7 dias de tratamento. O controle negativo (A) foi
tratado com veiculo de diluicdo da substancia (DMSO 4 %). O quimioterapico 5-Fluorouracil
na dose de 25 mg/kg/dia foi usado como controle positivo (B). A vitafisalina F foi
administrada nas doses de 10 (C) e 20 (D) mg/kg/dia i.p. Colorag¢do por hematoxilina/eosina e
visualizacdo por microscopia optica. Aumento = 400x.
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Figura 30 - Fotomicrografia do baco de camundongos (Mus musculus) Swiss transplantados
com Sarcoma 180 e sacrificados ap6s 7 dias de tratamento. O controle negativo (A) foi
tratado com veiculo de diluicdo da substancia (DMSO 4 %). O quimioterapico 5-Fluorouracil
na dose de 25 mg/kg/dia foi usado como controle positivo (B). A vitafisalina F foi
administrada nas doses de 10 (C) e 20 (D) mg/kg/dia i.p. Coloragdo por hematoxilina/eosina e
visualizacdo por microscopia optica. Aumento = 400x.
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Figura 31 - Fotomicrografia dos tumores de camundongos (Mus musculus) Swiss
transplantados com Sarcoma 180 e sacrificados ap6s 7 dias de tratamento. O controle
negativo (A) foi tratado com veiculo de diluicdo da substancia (DMSO 4 %). O
quimioterapico 5-Fluorouracil na dose de 25 mg/kg/dia foi usado como controle positivo (B).
A vitafisalina F foi administrada nas doses de 10 (C) e 20 (D) mg/kg/dia i.p. Coloragdo por
hematoxilina/eosina e visualizagdo por microscopia optica. Aumento = 400x.
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Tabela 8 - Resumo dos resultados encontrados no estudo da atividade citotoxica das

vitafisalinas.
Estudo Resultados
Atividade citotoxica in vitro
Em células tumorais +++
Em células normais +++
Estudo do mecanismo de ac¢ao citotéxico
Inibicdo da sintese de DNA +++
Morfologia diferencial por Laranja de acridina/Brometo de
etideo Apoptose
Morfologia diferencial por Hematoxilina/Eosina C.R.
Morfologia diferencial por May-Grunwald-Giemsa C.R.
Integridade de membrana +
Analise do ciclo celular Parada em G,/M
Indugdo de fragmentagdo do DNA +
Potencial trasmembrana de mitocondria +
Genotoxicidade
Em células de HL-60 +++
Em células normais +++
Atividade in vivo
Sarcoma 180 +++
Toxicidade sistémica ++

(+) Efeito Fraco; (++) Efeito Moderado; (+++) Efeito Forte; (C.R.) Corrobora com os demais resultados.
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Discussao
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5 DISCUSSAO

A utilizagdo de plantas no tratamento, cura e prevencdo de doencas, ¢ uma das
mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. Hoje em dia as plantas sdo
consideradas uma fonte inesgotavel de produtos naturais, com uma diversidade de mais de
250 mil espécies no mundo, onde apenas 10% destas tém sido estudadas quanto as suas
propriedades farmacologicas e fitoquimicas (BALLADRIN et al, 1993). Nos ultimos 25
anos, de todos os compostos bioativos descobertos, 63% sdo produtos naturais, derivados
deles ou possuem estruturas baseadas em produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2007).

Nos ultimos 10 anos, plantas da familia Solanaceae tém despertado um grande
interesse nos cientistas, pelo fato de muitas destas plantas serem utilizadas na medicina
popular. A Withania somnifera, popularmente conhecida como “ginseng indiano”, ha séculos
vem sendo utilizada na medicina ayurvedica como antitumoral, antipirético, antiinflamatorio,
imunomodulador, anticolinesterasico, em problemas cardiovasculares e obesidade e também
por seus efeitos anti-stress (SBOHAT et al., 1967; SHETI et al., 1970; BUDHIRAJA et al.,
1987; DEVI et al., 1992; AGARWAL et al., 1999; ARCHANA; NAMASIVAYAM, 1999;
JAYAPRAKASAM et al., 2003; SENTHIL et al., 2007). Muitos destes efeitos sdo atribuidos
a presenca da vitaferina A, ou ainda, a outros vitaesteréides (JAYAPRAKASAM et al., 2003;
JAYAPRAKASAM; NAIR, 2003; MOHAN et al., 2004; YOKOTA et al., 2006; YANG et
al., 2007; BARGAGNA-MOHAN et al., 2007). A vitaferina A, por sua vez, foi isolada pela
primeira vez da Acnistus arborescens por Kupchan et al. (1965), que posteriormente atribuiu
o efeito antitumoral do extrato das folhas dessa planta a presenca de vitaferina A (KUPCHAN
et al., 1969). Desde entdo, outros autores reportaram a ocorréncia de vitaesterdides citotdoxicos
nesta espécie incluindo as vitafisalinas (MINGUZZI et al., 2002; VERAS et al., 2004a;
2004b), contudo, ndo foi realizado um estudo detalhado dos mecanismos envolvidos nesta
citotoxicidade. Com isso, o presente trabalho visa estudar melhor a atividade dessas
vitafisalinas, ¢ seus possiveis mecanismos de agdo, utilizando células tumorais em modelos in
Vitro € in vivo.

Inicialmente, foi avaliado o potencial citotoxico dessas vitafisalinas em 5
linhagens de células tumorais através do método do MTT. Estudos de “screening” utilizando
MTT tem sido uma ferramenta essencial e eficaz para avaliar o potencial citotoxico de
substancias (ALLEY et al., 1988). O parametro utilizado para avaliar essa toxicidade ¢ a
viabilidade celular, que no caso do MTT ¢ determinada pela atividade de enzimas

mitocondriais. Ensaios de citotoxicidade in vitro sdo reprodutiveis, rapidos, baratos e
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analisam varios compostos de uma sO vez, e apesar de ndo permitirem identificar o
mecanismo de acdo dos compostos, eles sdo os primeiros testes realizados para identificar
novos compostos com potencial anticancer (TAKIMOTO, 2003; BERRIDGE et al., 1996).

Os efeitos citotoxicos das vitafisalinas O, M e N em linhagens tumorais de
pulmao (Lul), prostata (LNCaP) e mama (MCF7) j& haviam sido reportados em Veras et al.
(2004a), enquanto que os efeitos das vitafisalinas F e (175, 20R, 22R)-58, 65:18,20-2-
Diepoxi-4f, 18-diidroxi-1-oxovita-3-24-enolido foram previamente avaliados nas linhagens
B16 (melanoma), SF268 (sistema nervoso central), NCI-H-460 (pulmao), HCT-8 (colon),
HL-60 ¢ CEM (leucemias) por Veras et al. (2004b).

No presente trabalho, o painel de linhagens testadas foi ampliado. As vitafisalinas
O, F, M e N foram citotdxicas nas linhagens tumorais testadas, com excecdo das linhagens
PC-3 e SF-295 em que as vitafisalinas M e N apresentaram Clsp acima de 10,0 uM,
respectivamente. Vale ressaltar que a vitafisalina N foi menos citotoxica do que a vitafisalina
M em todas as linhagens, com exce¢do da PC-3, onde esta ultima apresentou Clsy de 14,6 uM
contra 6,2 uM da vitafisalina N. Os resultados também mostraram que a linhagem de HL-60
foi a mais sensivel aos efeitos citotoxicos das vitafisalinas, onde inclusive a vitafisalina (17,
20R, 22R)-5f, 6f:18,20-2-Diepoxi-4f, 18-diidroxi-1-oxovita-3-24-enolido, a menos ativa
dentre as cinco testadas, apresentou Clsy de 6,8 pM.

Ao fazermos uma analise estrutural das vitafisalinas estudadas, ¢ possivel
observar que existem apenas duas diferencas basicas entre elas, uma que se refere a ligacdo
dupla entre C2 e C3 e outra que se refere ao grupamento ligado ao C18 (Figura 32).

De acordo com trabalhos anteriores, a unidade 4f3-hidroxi-2-en-1-ona, composta
por uma carbonila ligada ao C1, uma ligacdo dupla entre C2 e C3 e uma hidroxila no C4,
seriam requisitos estruturais necessarios para os efeitos farmacologicos dos vitaesteroides
(CARDONA et al., 2006; SU et al., 2002; MISICO et al., 2002; KUROYANAGI et al., 1999;
DAMU et al., 2007). Essa ligacdo dupla entre C2 e C3 parece ser essencial para a atividade
citotoxica dos vitaesterdides, ja que a quebra dessa ligacdo acarreta na perda de atividade
desses compostos (SU et al, 2002; VERAS et al., 2004b; MAGALHAES et al., 2006;
DAMU et al., 2007). De fato esses achados corroboram com nossos resultados, ja que as
vitafisalinas O, F e M, que apresentam a mesma unidade 4B-hidroxi-2-en-1-ona no anel A,
foram bem mais citotoxicas que as vitafisalinas N e (175, 20R, 22R)-58, 6f:18,20-2-Diepoxi-
44, 18-diidroxi-1-oxovita-3-24-enolido que ndo possuem a ligagdo dupla entre C2 e C3.

Além da unidade 4B-hidroxi-2-en-1-ona, a presenca do anel epoxido em C5 e C6

também parece ser favoravel a citotoxicidade dos vitaesterdides, pois quando esse anel é
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quebrado ou os carbonos 5 e 6 se encontram ligados a outros grupamentos, a atividade
citotoxica desses compostos é bastante diminuida (SU et al., 2002; MAGALHAES et al.;
2006; DAMU et al., 2007). De acordo com Damu et al. (2007) a quebra simultanea dessas
duas unidades (4p-hidroxi-2- en-l-ona e 5B,6B-epéxido) acarreta na perda total de
citotoxicidade dos vitaesterdides. De acordo com Gibson e Skett (2001), os epoxidos sdo
grupamentos eletrofilicos capazes de se ligar de modo irreversivel aos acidos nucléicos e a
varias proteinas celulares.

Em Cardona et al. (2006), esses dois grupamentos (cetona-a,[ insaturada e 50,6[3-
epoxido) também foram relacionados como sendo os responsaveis pela atividade
antiparasitaria de certos vitaesterdides (NAGAFUII et al.,, 2004; ABE et al., 2006;
CHOUDARY et al., 2006; VIEIRA et al., 2008).

Levando-se em consideragdo a estrutura das trés vitafisalinas mais potentes (O, F
e M), observamos que todas possuem a unidade 4-hidroxi-2-en-1-ona e a tnica diferenga
entre elas ¢ o grupamento ligado ao carbono 18, onde a vitafisalina O, que mostrou ser a mais
citotoxica, possui uma etoxila, e as vitafisalinas F e M, que foram a segunda e terceira mais
potentes, possuem uma hidroxila e uma carbonila, respectivamente. Como mencionado
anteriormente, o que confere maior citotoxicidade a esses compostos ¢ uma ligacdo dupla
entre C2 e C3, e esse efeito pode aumentar ou diminuir dependendo do grupamento ligado ao
C18. De acordo com o observado, a etoxila ligada ao C18 confere maior poténcia as
vitafisalinas, seguido da ligacdo de uma hidroxila e de uma carbonila. Contudo, muito ha o

que se pesquisar para a maior compreensao da relagdo estrutura-atividade nesses compostos.
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Vltafisalina M Vitafisalina N

Vitafisalina (175,20R,22R)-54,6/:18,20-2.
diepoxi-4p,18-diidroxi-1-oxovita-3.24-enolido

Figura 32 - Estruturas quimicas das vitafisalinas estudadas. As diferencas estruturais entre os
compostos se encontram em destaque.
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Um dos grandes problemas evidenciados no uso de quimioterapicos para o
tratamento do céncer sdo os seus efeitos colaterais. Grande parte desses efeitos se deve
principalmente a baixa seletividade desses farmacos por células tumorais, onde as células
normais mais afetadas sdo as que se proliferam rapidamente, como as células da pele, do trato
gastrintestinal, plaquetas, globulos vermelhos (hemacias) e brancos (leucocitos) (ANAZETTI
et al., 2003). Hoje em dia o objetivo principal da quimioterapia ¢ destruir apenas as células
tumorais, tentando preservar as células normais.

A fim de avaliar se as vitafisalinas apresentavam alguma seletividade para células
normais ou tumorais, foram realizados testes utilizando células mononucleadas isoladas de
sangue periférico humano. Apenas as vitafisalinas O, F e N foram avaliadas quanto a
citotoxicidade sobre células PBMC, e os resultados mostraram que as vitafisalinas atuam
também sobre células normais. As vitafisalinas O e F foram as mais citotoxicas, com Clsy de
3,8 e 1,2 uM respectivamente, ja a vitafisalina N apresentou Clso de 16,4 pM. Ao
compararmos com os valores de Clsy de HL-60 (0,7, 0,8 € 2,7 uM para vitafisalina O, F, e N
respectivamente) observamos que esses compostos ndo apresentam muita seletividade em
relacdo a células normais. Embora as Clsy tenham sido 4x maiores do que em células
leucémicas, esses valores ainda sdo considerados citotoxicos, levando—se em consideragdo
que sdo células normais.

O teste do cometa tem sido bastante utilizado para se avaliar a seguranca de novos
farmacos (HARTMANN et al., 2003), uma vez que ¢ considerado um método bastante
sensivel, em relacdo a deteccdo da quebra de fitas simples ou dupla do DNA (GONTIO;
TICE, 2003). Os resultados deste teste mostraram que as vitafisalinas testadas (O, M e N)
causaram dano ao DNA tanto em células leucémicas quanto em células normais, ressaltando a
baixa seletividade destes compostos.

A importancia da avaliacdo genotdxica dos farmacos, resulta da possibilidade deles
proprios induzirem mutacdes, elevando desta forma o risco de formagdo de células
defeituosas. Se as células que sofreram danos em seu DNA sobreviverem, elas transmitirdo
essas alteracdes as suas células filhas, o que pode acarretar no desenvolvimento de células
neoplasicas. Contudo, o ensaio do cometa ndo prevé necessariamente o potencial mutagénico
ou carcinogénico das substancias testadas, uma vez que detecta alteracdes no DNA que
podem ou ndo ser reparadas eficientemente (ALBERTINI et al., 2000). Desta maneira, os
efeitos genotdxicos sobre as células normais ndo obrigatoriamente indicam um potencial
carcinogénico das vitafisalinas, mas ressaltam sua capacidade de induzir dano ao DNA das

células tratadas.
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A fim de entender melhor os efeitos desses compostos, foi avaliado a cinética de
crescimento de duas linhagens leucémicas, HL-60 e K-562, sob o efeito das vitafisalinas O, F,
M e N. O possivel mecanismo pelo qual essas vitafisalinas exercem seu efeito citotoxico
também foi analisado em células das linhagens HL-60 e K-562, utilizando os seguintes
métodos: avaliacdo da sintese de DNA por incorporagdo de 5-BrdU, analise morfologica por
coloracdo com hematoxilina/eosina e acridina laranja/brometo de etideo, ativagdo de caspase
¢ analises utilizando citometria de fluxo. Por ultimo, foi avaliada a atividade antitumoral da
vitafisalina F em camundongos transplantados com tumor Sarcoma 180.

Modelos celulares sao ferramentas titeis e necessarias para observar a toxicidade
de um composto, traduzida, inicialmente, pela sua capacidade em induzir morte celular, onde
as linhagens HL-60 ¢ K-562 s@o um dos modelos celulares mais utilizados (COLLINS, 1987;
GRZANKA et al., 2003.) As células da linhagem HL-60 sdo derivadas do sangue periférico
de um paciente com leucemia promielocitica aguda, tendo sido caracterizada e sua cultura
primeiramente estabelecida por Collins et al. (1977). Essa linhagem pode ser caracterizada
pela predominéncia de neutrofilos promielociticos proeminentemente assincronicos na relagao
nucleo/citoplasma, diferenciagdo espontdnea de 10% das células cultivadas para o estagio
monocitico e atividade fagocitaria e quimiotatica (GALLAGHER et al., 1979; COLLINS,
1987). A 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). A resisténcia de células das linhagens de LMC,
como por exemplo, K-562, a inducdo de apoptose por varios agentes antineoplasicos,
incluindo o etoposideo e a cisplatina, ¢ atribuida a essa presenca do cromossomo Ph
(SLUPIANEK et al., 2000; Di BACCO et al., 2000; LIU et al., 2002).

A constru¢do da curva de crescimento demonstra bem os efeitos das vitafisalinas
sobre a proliferagdo celular destas linhagens, e os resultados condizem com os do MTT, onde
a vitafisalina O foi a mais potente, agindo ja nas primeiras 12 horas de tratamento, seguida
das vitafisalinas F, M e N, respectivamente. Interessantemente, assim como ocorreu com a
linhagem PC-3 no ensaio do MTT, a vitafisalina N se mostrou mais potente que a vitafisalina
M quanto a inibi¢do da proliferagdo celular da linhagem K-562, o que mostra mais uma vez
que cada vitafisalina pode agir de modo especifico em diferentes linhagens de células.

Todas as vitafisalinas testadas causaram efeitos tanto citotoxicos, como

citostaticos, dependente de concentragdo. Nas maiores concentragdes testadas (em torno de 10
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pg/mL) € possivel observar o efeito citotoxico das vitafisalinas, através da reducdo do nimero
de células viaveis e aumento das ndo-viaveis, a partir de 24 h de tratamento, e se estendendo
até o final do tratamento. J& nas concentracdes intermediarias (em torno de 2 uM) ¢é possivel
observar um efeito citostatico, pois o numero de células vidveis permanece praticamente
inalterado com o aumento do tempo de incubagdo, o que indica que as células ndo estdo
proliferando.

Desta forma, as vitafisalinas foram entdo avaliadas, através do método de
incorporagdo do BrdU, quanto as suas capacidades em inibir a sintese de DNA. O ciclo
celular de células em proliferagdo é composto pelas fases Gy, S, G, ¢ M. Na fase S todo
material genético da célula precisa ser duplicado, para que as células filhas adquiram o
mesmo DNA da célula mae, e como o BrdU ¢ um andlogo da timina, ¢ nesse momento da
sintese do DNA que ele vai ser incorporado. Esse BrdU, entdo, pode ser detectado através de
anticorpos especificos e de técnicas de imunocitoquimica. Células que ndo estdo se
proliferando nao estdo sintetizando DNA e portanto ndo irdo incorporar o BrdU.

Nesse ensaio, as trés vitafisalinas testadas (M, N ¢ O) diminuiram de 81 a 99,5 %
a sintese de DNA na linhagem de HL-60 e em torno de 60 % na linhagem de K-562. Em
Veras et al. (2004b) também foi reportado os efeitos das vitafisalinas F e (175, 20R, 22R)-55,
6$:18,20-2-Diepoxi-4f, 18-diidroxi-1-oxovita-3-24-enolido sobre a sintese de DNA de
células de HL-60, onde a vitafisalina F inibiu em 68% a sintese do DNA. Esses resultados
corroboram com a diminui¢@o na proliferacdo observada na curva de crescimento.

A coloracdo por BE/AL permite analisar as caracteristicas morfologicas das
células, podendo sugerir de que forma as vitafisalinas causam a morte celular, seja por
necrose ou apoptose.

A apoptose, uma das formas de morte celular programada, desempenha papel
fundamental na manutencdo da homeostase em varios sistemas bioldgicos, regulando o
numero de células e eliminando células danificadas e senescentes. O mau funcionamento do
mecanismo de apoptose pode ocasionar diversas patologias, inclusive cancer (MAJNO;
JORIS, 1995; OPALKA et al., 2002). Células em apoptose apresentam algumas alteracdes
morfoldgicas e metabolicas caracteristicas, como: diminui¢do do volume celular, condensagio
da cromatina, fragmentagdo do DNA, alterag¢do no potencial transmembranico da mitocondria
(Van CRUCHTEN; Van den BROECK, 2002). Diferentemente da apoptose, a morte por
necrose ¢ caracterizada pelo aumento do volume celular seguido da perda da integridade da
membrana plasmatica e consequente liberagdo dos componentes celulares e inducdo de

inflamacdo (WILLEY et al., 1980).
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A anélise morfologica, por BE/AL, das células (HL-60 e K-562) tratadas com as
vitafisalinas, mostrou alteragdes caracteristicas tanto de apoptose como de necrose, onde mais
da metade das células ja se encontravam em processo de morte. Embora tenha sido observado
um grande numero de células necréticas, a apoptose parece ser o principal mecanismo de
morte das vitafisalinas, j& que no final do processo de apoptose, também chamado de
apoptose tardia, as células passam a apresentar lesdes em suas membranas, levando a necrose
secundaria.

Para aprofundar os estudos dos efeitos celulares das vitafisalinas O e F, foram
realizados experimentos em HL60 utilizando citometria de fluxo. Nesses experimentos foram
avaliados os seguintes parametros: namero de células, integridade de membrana,
despolarizagdo mitocondrial, ciclo celular e fragmentacdo de DNA. Nesses experimentos,
também foi evidenciada uma diminui¢do significativa do nimero de células em todas as
concentragdes testadas (2, 5 e 10 pM), corroborando os dados da curva de crescimento e da
inibi¢do da incorporacdo de BrdU.

Ja com relagdo a andlise da integridade de membrana, na concentragdo de 5 uM,
apenas a vitafisalina F causou uma leve diminui¢ao na viabilidade das células, enquanto que
na concentragdo de 10 puM, ambas vitafisalinas diminuiram o percentual de células com
membrana integra. Como dito anteriormente, a perda da integridade da membrana plasmatica
¢ uma das caracteristica da morte celular por necrose, ao passo que, a fragmentacdo de DNA
nas células com membrana integra seria uma alteragao tipica de um processo de apoptose. De
fato, o niumero de células com DNA fragmentado aumentou significativamente também
naquelas concentragdes (2 e SuM) onde a integridade de membrana ndo estava alterada, o que
¢ mais um indicio da indugdo de apoptose por esses compostos.

A analise do ciclo celular também evidenciou um aumento do nimero de células
em G,/M, no tratamento com a concentracdo de 5 uM, indicando que o bloqueio da
proliferacdo ocorre posteriormente aos eventos envolvidos na sintese de DNA. Ja na
concentragdo de 10 uM, houve uma diminui¢do do niimero de células na fase G,/M do ciclo
acompanhado de um aumento de +11 % na fragmentagdo de DNA, o que provavelmente
aconteceu devido a morte das células e que se encontravam em G,/M por apoptose, levando a
uma diminui¢do do nimero de células.

Um outro indicio da indugdo de apoptose pelas vitafisalinas, foi a diminui¢ao do
potencial transmembranico da mitocondria, que pode ser observado com o uso da rodamina
123. A mitocondria tem papel fundamental na deflagragdo da via intrinseca da apoptose.

Varias proteinas intracelulares participam da ativacao dessa via de morte celular. As proteinas
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proapototicas, da familia Bcl-2, Bax e Bak se ligam a receptores na membrana externa da
mitocondria causando o aumento da sua permeabilidade (HENGARTNER, 2000). Outras
proteinas proapoptdticas como a Bad e Bid, também da familia Bcl-2, atuam ou inibindo o
efeito das proteinas antiapoptoticas (Bcl-2 ou Bcel-X1) ou se ligando diretamente as proteinas
Bax-simili ativando-as. Alguns estimulos podem causar a formagdo de poros na membrana
interna da mitocondria, o que acarreta na passagem de agua e de algumas moléculas para o
espaco intermembrana e conseqiientemente ruptura da membrana externa mitocondrial. Com
a membrana da mitocondria rompida, uma das primeiras proteinas a serem liberadas no
citoplasma ¢ o citocromo c. Na presenca de ATP, esse citocromo c logo se liga a Apaf-1 e a
caspase 9, formando um complexo chamado de apoptossoma (LI et al, 1997). O
apoptossoma, entdo, ¢ encarregado de ativar as caspases 3 e 7, também chamadas de caspases
efetoras, que por sua vez vao clivar outros substratos protéicos da célula resultando no
processo apoptoético.

Apesar de, tanto a fragmentacdo de DNA quanto a diminui¢do do potencial
transmembranico de mitocondria serem caracteristicos da apoptose, esses efeitos também
podem ser encontrados em células em necrose, o que talvez colocasse em duvida o verdadeiro
mecanismo citotoxico das vitafisalinas. No entanto a inducdo de apoptose pdde ser
confirmada pela capacidade das vitafisalinas induzirem a ativagdo da caspase 3, na linhagem
de HL-60, uma enzima essencial para o processo de apoptose e que até entdo ndo foi
evidenciada em células necroticas (DONG et al., 1997; SAIKUMAR et al., 1999; GUO;
HAY, 1999; apud Van CRUCHTEN; Van de BROECK, 2002). Nesse caso, apds um periodo
de 24h de incubagdo com as vitafisalinas (O, M e N), apenas na linhagem de HL-60 ¢ que
houve um aumento significativo da quantitadade de caspase 3, enquanto os niveis dessa
enzima permaneceram inalterados na linhagem K-562, nesse mesmo periodo de incubagdo.
Como mencionado anteriormente as células da linhagem K-562 sdo relativamente mais
resistentes a inducdo de apoptose por varios agentes antineoplasicos (McGAHON et al.,
1995), e Cao et al. (2004) demonstrou que a ativacdo de caspase 3 em células de HL-60 ja ¢
evidente apos as primeiras 4 horas de tratamento. No entanto, na linhagem de K-562 os niveis
dessa enzima permanecem constantes até 24 horas de tratamento, e s6 a partir dai vao
aumentando gradativamente apos esse intervalo. Talvez isso explique a auséncia de ativacao
de caspase 3 em células de K-562 tratadas com as vitafisalinas por 24 horas.

Dados da literatura (SENTHIL et al., 2007) corroboram com os resultados
apresentados no presente trabalho, onde outro vitaesterdide, o vitanolideos (5a-etoxi-1-oxo-

6pB,140,17pB,20-tetrahidroxi-20S-22 R-vita-2,24-dienolideo), também diminuiu a viabilidade de
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células HL-60 através da ativagdo de caspases pela liberacdo do citocromo ¢ da mitocondria
Senthil et al. (2007) também observaram, por western blot, que as proteinas Bcl-2 estavam
sendo subexpressas e que havia um aumento na expressdo das proteinas Bax pelas células
tratadas com esses vitaesteroides.

Apesar de varios autores ressaltarem os efeitos citotoxicos e antitumorais dos
vitaesterdides, o mecanismo de agdo desses compostos ainda ndo foi completamente
elucidado.

Um dos mecanismos propostos para a vitaferina A ¢é a sua interacdo com proteinas
do citoesqueleto (FALSEY et al., 2006; BARGAGNA-MOHAN et al., 2007). O citoesqueleto
esta envolvido na locomog¢do e manutencdo da morfologia celular, fagocitose, transporte
intracelular e formagao do fuso mitotico durante a divisao celular (ALBERTS et al., 2004).

Yang et al. (2007) reportou que o alvo primario da vitaferina A poderia ser o
proteossoma das células. O proteossoma ¢ um complexo de proteases que fazem parte de um
sistema de “controle de qualidade de proteinas”, cuja funcdo principal ¢ a degradacdo de
proteinas danificadas ou desnecessarias para a célula. O proteossoma tem um papel essencial
na regulagdo do ciclo celular. O ciclo celular ¢ regulado por um complexo de ciclina-cdk, e
essas ciclina-cdks sdo especificas pra cada fase, de modo que elas sdo sintetizadas e
degradadas a cada ciclo. A degradacdo dessas ciclinas ¢ feita pelo proteossoma,
especificamente a ciclina B, que esta presente na fase M do ciclo celular, e ¢ necessaria sua
degradacdo para que o ciclo seja completado (CHESNEL et al., 2006).

Através de programas computacionais de modelagem molecular, Yang et al.
(2007) mostrou que as duas cetonas presentes na estrutura da vitaferina A (anel A e E) se
ligavam a hidroxila da porcdo 5B do proteossoma, inibindo desta forma sua agdo de
quimotripsina. No tratamento in vitro, em células de PC-3 (cancer de prostata), foi observado
que, logo nas primeiras duas horas de tratamento com a vitaferina A, o proteossoma ja era
inibido, e ap6s 24h as células se apresentavam com alteracdes morfologicas caracteristicas de
apoptose e ativagdo de caspase-3 (YANG et al., 2007).

Os mecanismos propostos (inibi¢ao do citoesqueleto e do proteossoma) para agdo
da vitaferina A levam a efeitos semelhantes aos observados no presente trabalho para as
vitafisalinas. Como foi observado, as vitafisalinas O e F causaram um actimulo de células na
fase G2/M do ciclo celular, o que talvez pudesse ser explicado pela inibi¢do do proteossoma e
conseqiiente ndo dissociacdo do complexo ciclina B — cdk1, ou mesmo, por interferéncia nos
elementos do citoesqueleto, o que acarretaria na parada do ciclo celular na mitose. A ativacdo

de caspase-3 e alteragcdes morfologicas caracteristicas de apoptose pelas vitafisalinas também
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foram evidenciadas nesse trabalho. Todos esses achados aliados a semelhanca estrutural
destes compostos, nos levam a sugerir que as vitafisalinas tenham alvos semelhantes a
vitaferina A. Entretanto, essa hipotese necessita de outras comprovagdes experimentais.

Nem sempre os efeitos observados in vitro podem ser extrapolados para modelos
in vivo, desta forma € necessario estudar o efeitos desses compostos em sistemas biologicos
completos. Animais de laboratorio representam um poderoso sistema experimental para a
compreensdo da intricada patogénese do cancer em seres humanos. De fato, a maioria dos
conceitos de tumorigénese atualmente aceitos ¢ fortemente influenciada por modelos de
desenvolvimento do cancer em camundongos, uma vez que esses organismos sdo modelos
acessiveis e possuem sistemas, 6rgaos ¢ genes semelhantes aos nossos (KAMB, 2005).

Kupchan et al. (1969) reportou pela primeira vez a atividade antitumoral de
vitanolideos isolados da A. arborescens. Naquela ocasido a vitaferina A foi testada nos
modelos tumorais de Walker e sarcoma 180, em ratos e camundongos, respectivamente.
Numa dose de 20 mg/Kg, a vitaferina A inibiu em 62% o crescimento do tumor de ambos os
modelos testados.

As fisalinas B e D, isoladas da Physalis angulata, outra planta da familia
Solanaceae, também mostraram possuir efeito antitumoral sobre células de sarcoma 180 in
vivo, inibindo o crescimento do tumor em torno de 45%, em relacdo ao controle negativo
(MAGALHAES et al., 2006b).

Assim como em Kupchan et al. (1969) e em Magalhdes et al. (2006b), o modelo
utilizado para avaliar o potencial antitumoral da vitafisalina F também foi o sarcoma 180, uma
das linhagens celulares mais utilizadas na pesquisa de atividade antitumoral in vivo (LEE et
al., 2003). A vitafisalina F foi administrada nas doses de 5, 10 e 20 mg/Kg/dia por via
intraperitoneal e 20 mg/Kg/dia por via oral. Em todas as doses testadas a vitafisalina F foi
capaz de inibir significativamente o crescimento tumoral, mas foi na dose de 20 mg/Kg/dia,
tanto i.p. quanto v.o., que a inibi¢do foi mais potente, chegando a inibir 77,5% e 76,4% do
crescimento tumoral, respectivamente.

As analises histopatoldgicas dos 6rgdos removidos dos animais tratados sugerem
que o figado pode ser considerado como potencial alvo da toxicidade da vitafisalina F, ja que
foram observados degeneragdo de hepatdcitos com fragmentagdo nuclear, esteatose e pontos
focais de necrose. De qualquer modo, essas alteracdes hepaticas observadas nos animais
tratados com a vitafisalina F podem ser consideradas como alteragdes sugestivas de
toxicidade moderada e de carater reversivel (SCHEUER; LEFKOWITCH, 2000; KUMAR,

2004; McGEE et al.,, 1992). Até quando hé necrose hepatocelular, mas o tecido conjuntivo
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permanece preservado, a regeneracdo do figado acontece quase que por completa
(SCHEUER; LEFKOWITCH, 2000; KUMAR, 2004). Muitos achados em biopsias sugerem
que os farmacos devem ser considerados como possiveis causadores de qualquer lesdo
hepatica in vivo, e a remog¢ao ou ajuste na dosagem destes farmacos normalmente leva a uma
melhoria mais rapida e a uma diminuigao destes efeitos toxicos (SCHEUER; LEFKOWITCH,
2000).

De qualquer modo, os resultados in vivo comprovam o potencial anticancer dos
vitaesteroides, em que a vitafisalina F, juntamente com a vitaferina A, contribuem
expressivamente para a atividade antitumoral dos extratos de A. arborescens, justificando a
eficacia antitumoral desta espécie, conforme relatado na sabedoria popular. Vale a pena
também ressaltar que ¢ extremamente importante o fato da atividade antitumoral da
vitafisalina F também ser observada apds administragdo oral, ja que este ¢ o método mais
comum de administracdo de farmacos, por ser mais segura, econdmica € mais conveniente
para os pacientes, o que pode representar um avanco significativo na sua qualidade de vida
(GEBBIA; PUOZZO, 2005). De fato, o produto natural ndo necessariamente precisa ser o
melhor composto para o uso na clinica. Esses compostos podem servir como protoétipo para o
desenvolvimento de outros farmacos que apresentem melhores caracteristicas como: o
aumento da atividade, a melhora das propriedades farmacocinéticas e principalmente o
aumento da seletividade e consequentemente da redugdo dos efeitos adversos (ORTHOLAND
et al., 2004).

Desta forma, os dados obtidos neste trabalho tornam as vitafisalinas F, O, M e N
compostos bastante promissores, onde estes resultados, tanto in vitro como in vivo, reforgam o
potencial anticancer destes compostos estudados. Entretanto as vitafisalinas parecem atuar por
diferentes vias, inibindo a sintese de DNA, induzindo a ativa¢do de caspases e acumulando
células na fase G,/M do ciclo celular, o que torna necessario a realizagdo de estudos mais

detalhados para elucidar o verdadeiro mecanismo de acdo destes compostos.
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6 CONCLUSAO

As vitafisalinas O, F, M, N e (17S,20R,22R)-50,6(:18,20-2-diepdxi-4/,18-
diidroxi-1-oxovita-3-24-enolido isoladas da planta Acnistus arborescens possuem potente
atividade citotoxica, embora apresentem pouca seletividade para células tumorais. As
vitafisalinas O e F foram os compostos mais ativos dentre os cinco estudados, e a presenca de
uma ligacdo dupla entre os carbonos 2 ¢ 3 na estrutura molecular destes compostos ¢ que
parece ser a responsavel por essa maior atividade. Esses compostos causam um bloqueio na
fase Go/M do ciclo celular, levando a ativacdo das caspases pela via intrinseca de apoptose.
Além disso, a reducdo de 77 % no crescimento tumoral in vivo, pela vitafisalina F, ¢ a

moderada toxicidade sistémica, ressaltam o potencial antitumoral desses compostos.
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