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RESUMO

Na busca por compostos obtidos de plantas com potencial antitumoral, dezoito
flavondides foram avaliados quanto a atividade citotéxica, seus resultados foram
comparados a fim de compreender quais grupamentos conferem uma maior atividade da
molécula. O grupo dos flavondides foi dividido em flavonas e pterocarpanos. Inicialmente,
a atividade citotoxica foi avaliada em células tumorais através do método do MTT e no
desenvolvimento embriondrio de ovos de ourico do mar. O grupo dos pterocarpanos foi
mais ativo que as flavonas em ambos os ensaios utilizados. No grupo das flavonas algumas
observacdes sobre a relacdo estrutura-atividade podem ser citadas: a) a hidroxila no lugar
da metoxila em C4’ e C5’melhora a atividade; b) a hidroxila e o actiicar em C3 diminui a
atividade; c) A metoxila em C3 e em C7 aumenta a atividade. No grupo dos pterocarpanos
a metoxila em C2 potencializa a atividade citotéoxica. Como o composto 2,3,9-
trimetoxipterocarpano apresentou os melhores resultados em ambos os ensaios, foram
realizados ensaios para estudo do mecanismo de ag¢do apenas dos pterocarpanos nao
prenilados, na tentativa de entender a influéncia dos grupos sobre a atividade. Todos os
pterocarpanos testados reduziram a viabilidade celular por azul de tripan nas concentracdes
testadas, exceto o composto 3,10- dihidroxi-9-metoxipterocarpano na concentragao de 12,5
pg/mL. Também inibiram a sintese de DNA e causaram alteracdes morfoldgicas nas células
sugestivas de apoptose para o composto 2,3,9-trimetoxipterocarpano. Nos ensaios que
avaliam a inducdo da apoptose o composto 2,3,9-trimetoxipterocarpano causou
fragmentacdo do DNA, despolarizagdo da mitocOndria e manutenc¢do da integridade da
membrana celular, achados caracteristicos da apoptose. Ja os outros compostos induziram,

além de fragmentacdo do DNA, perda da integridade da membrana plasmadtica nas maiores

XV



XVvi

concentracdes, indicando morte celular por necrose. Com base nesses resultados podemos
concluir que o grupamento metoxila em C2 constitue uma importante unidade
farmacofodrica para os pterocarpanos, que apontam como um grupo com elevado potencial

antitumoral.
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ANTITUMOR POTENTIAL OF FLAVONOIDS DERIVED FROM
NORTHEASTERN BRAZILIAN PLANTS: PRELIMINARY STUDIES ON
STRUCTURE-CYTOTOXIC ACTIVITY RELATIONSHIP. Master’s Dissertation.
Author: Gardenia Carmen Gadelha Militdo. Advisor: Dra. Leticia Veras Costa Lotufo.

Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal do Ceard. Approved on

January 14th, 2005.

ABSTRACT

In searching for anticancer compounds derived from plant sources, 18 flavonoids
were assayed for their cytotoxic potentials and the results were compared for structure-
activity relationship purposes. The flavonoid group was subdivided in flavones and
pterocarpans. The cytotoxic activity was initially evaluated on tumor cell lines, through the
MTT assay, and on sea urchin eggs development. The pterocarpans showed a consistently
higher activity on both assays. For the flavones, some structure-activity observations can be
highlighted: a) a hydroxyl instead of a methoxyl group on C4 and C5 positions increases
activity; b) a hydroxyl and a sugar on C3 position decreases activity and, by the data
acquired, it can be emphasized that the methoxyl on C3 increases activity and c) the
methoxyl on C7 position increases activity. The pterocarpans, a methoxyl group on C2
position increases the cytotoxic activity. Since the 2,3,9- trimethoxypterocarpan showed the
best results in both assays, mode of action studies were conducted for the non-prenylated
pterocarpans as an attempt to understand the influence of these groups over their
bioactivity. All pterocarpans tested reduced cell viability, as indicated by the trypan blue
assay, except for the 3,10-dihydroxy-9-methoxypterocarpan at 12,5 pg/mL. They also
inhibited DNA synthesis and 2,3,9-trimethoxypterocarpan induced morphological cell
alterations, which could be suggestive of apoptosis. On the assays for induction of cellular
apoptosis this same compound caused DNA fragmentation and mitochondria
depolarization, therefore maintaining membrane integrity, typical apoptotic signs. The
other compounds, besides DNA fragmentation, there was noticeable loss of membrane
integrity on higher concentrations, an indicative cell death by necrosis. Based on these

observations, it is conclusive that the methoxyl group on C2 position is an important
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pharmacophoric unit for pterocarpans, which emerge as a potential class of anticancer

chemicals.
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INTRODUCAO

1. Produtos naturais

A existéncia de compostos bioativos em plantas e outras fontes naturais é conhecida
ha milénios. Os indios da América do Sul, por exemplo, usavam o curare, uma mistura de
alcaldides, encontrado em diversas plantas dessa regido, na ponta das flechas para paralisar
a presa (Rang et al., 2001). O uso medicinal de produtos naturais também € bastante antigo,
datando de, pelo menos, mil anos antes de Cristo, quando o uso de plantas para tratar o

cancer j4 era citado no Papiro de Ebers (Kingston, 1996).

Analisando historicamente o nimero de medicamentos obtidos a partir de plantas,
bem como a quantidade de prescricdes efetuadas com esses medicamentos, pode-se
perceber a importancia dos produtos naturais na descoberta de drogas. Uma andlise das
prescrigdes dispensadas nos Estados Unidos de 1959 a 1980 mostrou que 25% das
prescricdes continham extratos de plantas ou principios ativos derivados de plantas, e pelo
menos 119 substdncias quimicas, derivadas de 90 espécies de plantas podiam ser
consideradas como importantes drogas usadas em um ou mais paises (Cragg & Newman,
1999). Em 1990, o valor arrecadado com esses produtos foi de aproximadamente US$ 15,5
bilhdes de ddlares (Pezzuto, 1997). Dos 25 medicamentos mais vendidos em 1991, metade
eram produtos naturais ou derivados (Kingston, 1996) e dos 20 medicamentos mais
receitados em 1996, mais de seis eram produtos naturais (Phillipson, 2001). Em 1999, nove
dentre as vinte drogas mais vendidas eram derivadas ou desenvolvidas a partir dos produtos

naturais, e o total anual de vendas foi superior a 16 bilhdes de ddlares (Harvey, 2000).

A importancia dos produtos naturais é particularmente evidente nas dreas de cancer
e doencas infecciosas, onde 60% e 75% das drogas, respectivamente, sdo de origem natural
(Newman et al., 2003).0 paclitaxel (1, Taxol®), por exemplo, usado para o tratamento de
cancer de ovario e mama, € o agente antineopldsico mais vendido, com arrecadagdo de mais

de um bilhdo e meio de ddlares no ano de 2000 (Mann, 2002). Existem varios outros



exemplos de drogas obtidas de produtos naturais como a vincristina, vinblastina, etoposido,

tenoposido e topotecan.

De aproximadamente 500 novas substincias ativas aprovadas por autoridades
regulatérias ao redor do mundo na década passada, perto da metade € de fontes naturais
(Cragg et al. 1997). Ao analisar a taxa de aprovacao das novas substincias ativas nos anos
2000 e 2001, verifica-se que o campo dos produtos naturais produziu aproximadamente
50% de todas as pequenas moléculas, apesar dos esfor¢os durante muitos anos da industria
farmacéutica no screening predominantemente de produtos da quimica combinatéria. Vale
ressaltar que muitas companhias farmacéuticas, particularmente nos Estados Unidos,
descontinuaram seus programas de pesquisa com plantas durante o periodo de 1960-1985
(Kingston, 1996), alegando que a pesquisa com produtos naturais era lenta, cara e
ineficiente, devido ao processo de isolamento e determinagdo estrutural ser dificil com
resultados imprevisiveis, pois o composto isolado poderia ja ser conhecido na literatura e,
portanto, ndo podendo ser patenteado (Ortholand er al., 2004). Sendo assim, a industria
optou pelo uso da quimica combinatdria, em que os compostos sintéticos eram obtidos mais
rapidamente do que os derivados de plantas. Utilizando esse caminho, grandes bibliotecas
de peptideos, oligonucleotideos e pequenas moléculas orginicas foram sintetizadas e
avaliadas (Mans et al., 2000). Entretanto, os resultados obtidos até agora nao preencheram
as expectativas, principalmente porque a maioria dos peptideos e oligonucleotideos nao
apresentaram propriedades farmacoldgicas, além da diversidade quimica dos pequenos

compostos organicos ser muito menor do que se esperava (Mans et al., 2000).

A diversidade estrutural é certamente outro ponto de extrema relevancia na pesquisa
de produtos naturais como protétipos de medicamentos. A natureza produz uma fonte de
compostos com grande diversidade quimica. Essas substancias s@o achadas em milhdes de
espécies de plantas, animais, organismos marinhos e microorganismos (Rocha et al., 2001).
A pressdo evolutiva contribuiu para a diversidade estrutural, uma vez que a produgdo de
substancias bioativas aumenta o sucesso evolutivo das espécies (Firn & Jones, 2003) Além
da diversidade estrutural, os produtos naturais também apresentam atividades bioldgicas
altamente especificas baseadas em novos mecanismos de agdo. Isso pode ser ilustrado

pelos inibidores da hidroxi-metilglutamil-coenzima A redutase (HMG-CoA redutase),



lovastatina, e os estabilizadores de microtibulos, paclitaxel. Essas atividades ndo teriam

sido descobertas sem os produtos naturais como moléculas protétipo (Kingston, 1996).

As propriedades dos produtos naturais favorecem a interagdo com os alvos
biologicos. Eles tendem a ter uma composi¢cdo molecular diferente, contendo pouco
nitrogénio, halogénio e enxofre, mas sdo ricos em oxigénio, comparando com as moléculas
da quimica combinatéria (Ortholand et al., 2004). Os grupos hidroxila desempenham um
importante papel na interacdo ligante-receptor, ja que para ocorrer a ligacdo da droga ao
alvo é necessdrio uma série de forgas atrativas, e esses grupos podem atuar tanto doando
como recebendo hidrogénio nas ligacdes tipo ponte. Além disso, os compostos de origem
natural apresentam mais sistemas de anéis e maior grau de insaturacdo resultando numa
estrutura mais rigida, que confere a molécula maior for¢a de ligacdo devido a uma menor
perda entrdpica. A rigidez também deve contribuir, em alguns casos, para a mudanca na
conformacgdo do receptor, o que é importante para a fun¢do da droga como agonista ou

antagonista (Feher & Schmidt, 2003).

Os produtos naturais apresentam uma grande quantidade de centros quirais. Os
processos bioldgicos, nos quais reagentes estereoespecificos sdo mais comuns,
freqiientemente geram moléculas ativas com grande nimero de centros quirais. Em muitos

casos, a presenca desses centros contribui para a seletividade dessas moléculas para seus

locais de ligacdo (Feher & Schmidt, 2003).

A utilizacdo dos métodos de screening e o avango das técnicas analiticas também
contribuiram para a retomada na pesquisa em produtos naturais. Recentemente o
desenvolvimento de sistemas de screening robotizados possibilitou processar 50.000
amostras por dia. Os teste ttm como alvo enzimas especificas de rotas biossintéticas
animais ou microbioldgicas, receptores ou algum composto envolvido na transcricdo dos
genes (Phillipson, 2001). Caracteristicas comuns desses testes sdo rapidez, quantificagdo,
facilidade de realizacdo e automacdo, além de serem relativamente mais baratos quando
comparados aos testes em animais usados ha poucas décadas. Esse tipo de ensaio,
juntamente com os testes antibacterianos, antifingicos, antivirais, antiparasitas e citotéxicos
in vitro tornaram possivel o screen de um grande nimero de substancias (Borris, 1996). Por

causa disto, a capacidade de testar substancias em muitas companhias € significativamente



maior do que suas proprias bibliotecas de compostos quimicos, aumentando a atragdo por

produtos naturais (Kingston, 1996).

Apesar do avango tecnoldgico nos testes era também necessario o desenvolvimento
de técnicas de isolamento e determinacao estrutural mais eficientes. As dificuldades estdao
sendo resolvidas pelo uso da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE ou HPLC),
para realizar o isolamento das substancias e pelo uso de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) e espectrometria de massa para elucidar a estrutura quimica do composto

(Kingston, 1996).

O produto natural ndo precisa ser necessariamente o melhor composto para o uso
farmacéutico (Kingston, 1996). Esses compostos podem servir como protdtipo para o
design e desenvolvimento de uma segunda geracdo de agentes com caracteristicas
melhoradas, como o aumento da eficdcia e da estabilidade, a melhora das propriedades
farmacocinéticas e a diminuicao dos efeitos colaterais (Ortholand et al., 2004). A obtencao
de andlogos é um processo comumente utilizado para descobrir 0s grupamentos essenciais a

atividade bioldgica, através do uso da relagdo entre a estrutura e atividade bioldgica.
2. A importancia da relacio estrutura-atividade

Virios exemplos de andlogos dos antineopldsicos obtidos de plantas podem ser
citados. O paclitaxel (1, Taxol®) foi primeiramente isolado da Taxus breviflolia, na década
de sessenta como um agente citotoxico, sendo descoberto depois que atuava como um
estabilizador de microtibulos, impedindo a despolimerizagdo dos microtibulos e divisao
celular (Kingston, 1996). Apesar das dificuldades de isolamento e formulacdo, bem como
do baixo rendimento, em 1977 o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI)
investiu em larga escala nos testes pré-clinicos do taxol como um agente anticancer. Vale
ressaltar que para a realizacdo destes primeiros testes clinicos, foram necessdrias 4000
arvores que forneceram 360g de taxol (1) (Mann, 2002). Em 1992, o taxol (1) foi aprovado
para o tratamento de cincer de ovdrio resistente a drogas e em 1994 foi aprovado para o
tratamento do cancer de mama levando ao sacrificio de 38000 arvores (Kingston, 2000;

Mann, 2002).



O fornecimento da droga s6 foi solucionado quando da descoberta de um precursor
ndo citotoxico, 10-deacetilbaccatin III, extraido de folhas do teixo europeu, Taxus Baccata,
uma fonte renovavel, que poderia ser facilmente convertido ao taxol e a derivados mais
potentes. Modificacdes na cadeia lateral ligada ao C13 do anel dos taxanos levou ao
desenvolvimento de um andlogo semi-sintético do taxol, o docetaxel (2) (Chabner et al.,
1996). A poténcia do docetaxel (2) € maior do que a do paclitaxel (1) (Korolkovas, 1998;
Mann, 2002).
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Figura 1 — Estruturas quimicas do paclitaxel (1) e do docetaxel (2).



A podofilotoxina (3) € conhecida hd muitos anos como o agente citotdéxico
encontrado no rizoma da planta Podophyllum peltatum (Korolkovas, 1998). De fato, os
indios americanos ja utilizavam o extrato das raizes de P. peltatum no tratamento do cancer
de pele e verrugas (Mann, 2002). Andlogos semi-sintéticos da podofilotoxina (3), o
etoposido (4) e o tenoposido (5) foram obtidos através do estudo da relagdo estrutura-
atividade. Esses compostos diferem somente pela presenca do grupo metil (4) no lugar do
grupo tenillidino (5) no acticar piranosidico (Bohlin & Rosen 1996). Esse grupo tem como

mecanismo de acao a inibicdo da topoisomerase II.
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Figura 2 — Estruturas quimicas da podofilotoxina (3), do etoposido (4) e do tenoposido (5).

A camptotecina (6) é um alcaldide pentaciclico presente na arvore chinesa
Camptotheca acuminata que mostrou uma atividade impressionante contra leucemia e
contra uma variedade de tumores s6lidos. Apesar da camptotecina apresentar propriedades

farmacocinéticas inadequadas devido sua reduzida solubilidade e de seus derivados na



forma de sal sédico terem sido retirados de estudos clinicos devido uma série de efeitos
téxicos, uma série de derivados foram aprovados para o uso clinico, como o topotecan (7) e
o irinotecan (8), ou estdo em estudos clinicos (Barreiro & Fraga, 2001). Esses compostos

causam inibi¢do da topoisomerase I.
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Figura 3- Estruturas quimicas da campotensina (6), do topotecan (7) e do irinotecan (8).



Os alcal6ides da vinca, vincristina e vimblastina (9 e 10), sao extraidos da planta
Catharanthus roseus. Esses compostos atuam inibindo a polimerizagdo de microtibulos,
bloqueando a formagdo do fuso mitdtico, resultando na parada do processo de mitose na
metafase. Embora tenham estrutura quimica e mecanismo de acao semelhantes, apresentam
diferente espectro de efeitos adversos (O’Marcaigh & Betcher, 1995). Essas caracteristicas
geraram interesse na pesquisa de novos andlogos com o objetivo de identificar compostos
mais ativos e com menor toxicidade exibindo um espectro de atividade citotoxica maior

(Kruczynski & Hill, 2001).

A vinorelbina (11), um exemplo de derivado da vimblastina, ¢ um composto semi-
sintético com espectro de acdo similar a vincristina e vimblastina que apresenta menor
neurotoxicidade do que a vincristina (Reents, 1996). Os estudos da relagdo estrutura
atividade dos alcal6ides da vinca demonstraram que a remoc¢do de alguns grupamentos
acaba com a atividade bioldgica. A retirada do grupamento acetil no carbono C4 da
vimblastina elimina a atividade antileucémica, assim como a acetilacio dos grupos

hidroxila (Chabner et al., 1996).
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Figura 4 — Estruturas quimicas da vincristina (9), da vimblastina (10) e da vinorelbina (11).



Virias drogas usadas na terapia anticancer foram desenvolvidas a partir de produtos
naturais obtidos de fontes microbianas e marinhas. Exemplos de drogas obtidas de
microorganismos que ja foram aprovadas para uso clinico s@o: actinimicina, bleomicina,
daunorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina, mitomicina C e estreptozocina
(Rocha et al., 2001). Quanto aos organismos marinhos, cerca de 3000 novos compostos
foram isolados dessa fonte e essas novas moléculas vém demonstrando atividade citotéxica
contra diversos tipos de tumores (Rinehart, 2000) A citarabina é um exemplo de composto

aprovado como agente antineoplasico obtido de organismos marinhos.

Diante de tantos exemplos de drogas obtidas de produtos naturais, é valido
continuar a busca por substancias com atividade bioldgica tanto para servir como droga
utilizada na terapéutica como uma possivel ferramenta farmacoldgica no auxilio a pesquisa

pré-clinica.

3. Flavonoides

Os flavonéides sdao um grupo diverso de produtos naturais produzidos por plantas
que desempenham um importante papel no crescimento, desenvolvimento e defesa da
planta contra microorganismos e pestes (Dixon & Steele, 1999). Sdo achados em frutas,
vegetais, sementes, ervas, condimentos, caule e flores, assim como em chés e vinho tinto
(Middleton et al., 2000). O nicleo fundamental (figura 5) dos flavonéides é composto de
dois anéis benzénicos (A e B) ligados por um anel pirano ou pireno, quando esse possui
uma ligacdo dupla (Middleton et al., 2000). Modifica¢des biossintéticas extensivas geraram
diversas estruturas (figura 6) com multiplas funcdes fisiologicas (Shimada et al., 2000). A
presenca de uma enzima, a isoflavona sintase, por exemplo, encontrada em muitas plantas
leguminosas, catalisa a migracdo do grupamento fenil ligado na posi¢do 2 do pirano, que
caracteriza a estrutura dos flavonéides, para a posi¢do 3 do mesmo anel, formando uma
nova classe de flavonéides, os isoflavondides (Middleton et al., 2000). Os flavondides sdo
freqlientemente hidroxilados na posi¢do 3, 5,7, 3,4 e 5°. As formas metiladas e aceliladas

dos grupos hidroxilas também ocorrem na natureza. Quando os glicosideos sdo formados, a
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ligacdo do grupo glicosidico estd normalmente localizada na posicdo 3 ou 7 (Havsteen,

1983)
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Figura S - Nucleo estrutural das flavonas.
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Figura 6 - Biossintese de algumas classes de flavondides e isoflavonoides (Tahara &

Ibrahim, 1995)
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Figura 7 - Estrutura quimica dos flavondides com atividade bioldgica.
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Os flavondides possuem importancia farmacoldgica, resultando de propriedades
atribuidas a alguns representantes da classe, como por exemplo: antioxidante,

antiinflamatoria, antiviral, antitumoral, entre outras (Simodes et al., 2003).

A atividade antioxidante dos flavondides decorre de sua capacidade de reduzir a
formacao de radicais livres e neutralizar as espécies oxidantes. Muitos estudos foram feitos
para estabelecer a relagdo entre a estrutura do flavondide e sua atividade antioxidante. As
caracteristicas da estrutura dos flavondides que conferem uma maior atividade antioxidante
sdo: (a) a presencga do grupo catecol no anel B, que tem uma maior capacidade doadora de
elétrons; (b) a ligacdo dupla entre C2 e C3 conjugada com o grupamento 4-oxo; (c) a
presenca do grupo 3-OH no anel C. Com relag@o aos testes in vivo, tanto os flavondides
quanto seus metabdlitos podem mostrar atividade (Pietta, 2000). A quercetina (12)
(3,5,7,3’,4’-pentahidroxiflavona) e trés flavondides com estruturas semelhantes miricetina
13) (5,7,3,4’,5 -pentahidroxiflavona), fisetina (14) (3,5,4’,5 -tetrahidroxiflavona) e
luteolina (15) (5,7,3’,4 -tetrahidroxiflavona) mostraram atividade citoprotetora in vitro em

modelos de apoptose induzida H,O, em células PC12 (Dajas et al. 2003).

Os flavondides podem exercer efeito antiinflamatério através da inibicdo das
enzimas ciclooxigenase (COX) e/ou lipoxigenase. Os compostos 5,7,3’,4’-tetrahidroxi-6-
metoxiflavona (16) e 5,7,4’-trihidroxi-6,3"-dimetoxiflavona (17) inibiram tanto a enzima
ciclooxigenase quanto a lipoxigenase. Outros flavondides simples com atividade
antiinflamatéria sdo a apigenina (18) (5,7,4’-trihidroxiflavona) e a quercetina (12), sendo a

apigenina (18) capaz de inibir o crescimento dos fibroblastos (Harbone & Williams, 2000).

A apigenina (18) também inibe a producdo de NO em macréfagos peritoneais de
camundongos em resposta a ativacdo por lipopolissacarideos. Algumas caracteristicas
estruturais influenciam nessa atividade: a) o grupo 3-hidroxila diminuiu a atividade; b) a
dupla ligacdo entre o carbono C2 e C3 aumenta a atividade; c) os flavondides glicosilados
sa0 menos ativos que suas agliconas correspondentes; d) a presenca do grupo 4’-hidroxila

aumenta a atividade das flavonas e dos flavondis; e) o grupo 5-OH tende a aumentar a

atividade (Matsuda et al., 2003).
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A atividade citotdxica tem sido demonstrada em muitos trabalhos. Sonoda et al.
(2004) testaram dezessete flavondides em leucemia humana (HL60), dentre eles, dez
inibiram a proliferacdo das células leucé€micas in vitro. O composto 2°,3°,5,7 — tetrahidroxi
flavona (19) apresentou maior atividade (Clsop de 9,5 uM) seguido por apigenina (18),
viscidulina III (20) (5,2°,6’-trihidroxi-7,8-dimetoxiflavona), wogonina (21) (5,7-dihidroxi-
8-metoxiflavona) e luteolina (15). Galvez et al. (2003) mostraram a atividade citotoxica da

luteolina (15) também em melanoma com Clsp de 10 pg/ml.

Dois flavondides isolados da Amburana cearensis, o isocampferideo (22) (3-
metoxi-5,7,4’-trihidroxiflavona) e o caempferol (23) (3,5,7,4’-tetrahidroxiflavona)
apresentaram atividade citotéxica em diferentes linhagens de células tumorais com Clsg
variando de 2,6 a 5,5 ug/mL e 11,5 a 22,7 pg/mL, respectivamente. A tunica diferenca na
estrutura desses compostos € a presenca da metoxila no carbono 3 do anel C, no lugar de
uma hidroxila, demonstrando que a metoxila aumenta a atividade citotéxica (Banskota et

al., 2000, Costa-Lotufo et al., 2003).

Blank et al. (2004) avaliaram a atividade antiproliferativa de varios flavondides
naturais e sintéticos in vitro contra carcinoma cervical humano. Os derivados mais potentes
foram 2’-nitroflavona e 2’,6-dinitroflavona ambos com ICsy de aproximadamente 3 uM. O
estudo da relagdo entre a estrutura e atividade nesse trabalho foi ttil para definir quais
grupos contribuiam para melhorar a atividade citotoxica. A introdu¢do dos dtomos de fltor,
cloro e bromo e dos grupos nitro e metil no C6 do nicleo das flavonas nao modificou a
atividade bioldgica, enquanto que as substituicdes em C3’, C4’ou C3 pareceram mais
favoraveis. A adicdo dos grupos nitro na posi¢do 2’ e/ou 2’ e 6 aumentou a atividade

citotéxica. A introducdo de bromo em C3 diminuiu a atividade.

Em um ensaio da atividade citotéxica de 79 flavonas, seguida do estudo sobre a
polimerizacdo dos microtubulos, Bleutler et al. (1996) mostraram que o composto com
grupamento 3-metoxi foi o mais ativo com relacdo a atividade antiproliferativa e que esse
grupo € essencial para a atividade inibitéria da polimerizacao da tubulina, j& que compostos
com hidroxila e hidrogénio no carbono 3 ndo apresentaram efeito significante sobre a

polimerizacdo da tubulina.
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Velutina (24) (5,4’-dihidroxi-7,3’-dimetoxiflavona), um flavondide isolado da
Lethedon tamaensis exibiu atividade citotoxica em carcinoma de nasofaringe humano (KB)
in vitro (Clsp de 1,5 pg/mL) e em leucemia murina P-338 (Clsy de 10 pug/mL). A atividade
citotoxica na linhagem KB teve correlacdo com a inibi¢ao da topoisomerase I (Zahir et al.,

1996).

A apigenina (18), causou inibicdo dose-dependente da viabilidade celular em
leucemia promielocitica humana (HL60) com ICsy de 50 uM apés 12h de incubacdo. Esse
composto, bem como outros flavondides estruturalmente relacionados, induziram apoptose
em HL60, através do estimulo a liberagc@o do citocromo c, ativagdo da caspase-3 e caspase-
9 e perda do potencial transmembrana mitocondrial quando tratados com 60 pM, na
seguinte ordem: apigenina (18) > miricetina (13) > quercetina (12) > caempferol (23). O
grupo 3-hidroxil inibe a capacidade de induzir apoptose, uma vez que a apigenina mostrou-

se mais ativa que o caempferol (Wang et al., 1999).

A acacetina (25) (5,7-dihidroxy-4’-metoxiflavona), outro flavondide com
capacidade de induzir apoptose, inibiu a proliferagdo do carcinoma de figado humano (Hep

G2) com tratamento de 48 h apresentando ICsy de 10,44 pg/mL (HSU et al., 2004) .

O flavopiridol (26) [5,7-dihidroxi-8-(4-3-hidroxi-1-metilpiperidil)-2"-cloroflavona],
uma flavona sintética derivada do alcaléide obtido de planta Amoora rohituka, inicialmente
mostrou potente efeito antiproliferativo (Clsp em torno de 66 nM) no painel de 60 linhagens
de células tumorais do NCI e ja se encontra em estudos clinicos de fase I/Il. Esse composto
tem como mecanismo de acdo, a inibi¢do das quinases dependente de ciclinas, sendo o
protétipo desse grupo (Rocha et al., 2001; Dai & Grant, 2003). Estudos de relacdo estrutura
atividade mostraram que alteragdes no nucleo da flavona tanto para quinol-4-ona ou para
um nicleo isocumarina resultaram em perda da atividade, observou-se também que a
presenca das hidroxilas em C5 e C7 sdo criticas para a atividade inibitoria da quinase

(Murthi et al., 2000).

Os isoflavondides também apresentam atividades bioldgicas sendo as mais
importantes, as atividades antifingica e antibacteriana, a atividade estrogé€nica das
isoflavonas, e as propriedades inseticidas dos rotendides. Essa classe apresenta uma

diversidade estrutural importante: além das isoflavonas, isoflavononas, isoflavenos e aril-3-

14



15

cumarinas, encontram-se estruturas ciclizadas como os pterocarpanos (Simdes et al., 2003).
Os pterocarpanos (Figura 8) representam a maior classe de isoflavondides, depois das
isoflavonas. Apresentam um nucleo tetraciclico derivado do nucleo fundamental das

isoflavanonas (Simodes et al., 2003).

Y
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Figura 8 — Nucleo estrutural dos pterocarpanos

Muitos pterocarpanos mostraram atividade bioldgica potente contra virus, microbios
e sistemas celulares animais (Engler et al., 1993). Podem ser produzidos pela planta como
um mecanismo de defesa contra o ataque de fungos (Macias et al., 1999). A concentragdo
dos pterocarpanos medicarpina (27) (3-hidroxi-9-metoxipterocarpano) e mackiaina (28) (3-
hidroxi-8,9-metilenodioxipterocarpano) nas raizes do grao-de-bico (Cicer arietinum L.)
aumentam na presenca de duas cepas do fungo Fusarium oxysporum f.sp. ciceri causando

resisténcia a infec¢ao (Stevenson et al., 1997).

A atividade antimicrobiana de alguns pterocarpanos foi descrita por Mitscher et al.
(1988), mostrando que os compostos ericristina (29) (2,10-diprenil-3-hidroxi-9-
metoxipterocarpano) e eritrabissina-II (30) (2,10-diprenil-3,9-dihidroxipterocarpano) sao
ativos contra Staphylococcus aureos e Mycobacterium smegmatis. O pterocarpano 1-
metoxi-3,9-dihidroxi-10-prenilpterocarpano (31) mostrou atividade anti-Helicobacter
pylori, contra cepas resistentes a claritromicina, a amoxicilina e cepas sensiveis a

associacdo de claritromicina+amoxicilina. H. pylori € uma bactéria que habita o estbmago e
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o intestino, sendo geralmente reconhecida como agente etioldgico da ulcera péptica e do

cancer gastrico (Fukai et al., 2002).

A atividade antiviral foi descrita por Engler et al. (1993). Nesse trabalho, varios
pterocarpanos foram avaliados contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV-I) e
muitos mostraram atividade significante. O estudo da relacdo estrutura-atividade mostrou
que os pterocarpanos que continham um grupo metoxi em C-3, uma hidroxila em C-8 e um
substituinte metoxi em C-9 exibiram maior atividade do que aqueles compostos em que

faltava algum desses grupos.

Existem alguns exemplos de pterocarpanos que apresentam atividade
antineoplésica. Trés pterocarpanos isolados das flores da Petalostemon purpureos
apresentaram atividade em carcinoma nasofaringeo humano (KB). O composto (+)-3.4-
dihidroxi-8,9-metilenodioxipterocarpano (32) mostrou-se ativo com Clsy de 0,9 pg/mL, ja
os compostos (+)-4-hidroxi-3-metoxi-8,9-metilenodioxipterocarpano (33) e maackiaina
(28) mostraram-se moderadamente citotoxicos, com Clsp de 4,0 e 5,6 pg/mL,
respectivamente. A presenca do catecol parece ser responsdvel pelo aumento da atividade

citotoxica (Chaudhuri et al., 1995).

O composto 3-hidroxi-9-metoxipterocarpano (27) também apresenta atividade
citotoxica nas células KB com Clsyp de 2,4 pg/mL (Seo et al., 2001). Além desses
compostos, dois pterocarpanos prenilados demonstraram atividade antiploriferativa: a
faseolidina (34) (3,9-dihidroxi-10-prenil-pterocarpano) que mostrou-se moderadamente
ativiva em CHOC (wild-type Chinese hamster ovary cells) e CHOC-PGO (P-glycoprotein
overproducting Chinese hamnster ovary cells) com Clsy de 4,0 e 7,6 uM, respectivamente;
e a cristacarpina (3,6a-dihidroxi-9-metoxi-10-prenilpterocarpano) que exibiu atividade

contra CHOC com Clsy de 4uM ( Dagne et al., 1993).
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(27) R1 =R2=R4 =R5=R7=H, R3 =0OH, R6 = OCH3

(28) R1 =R2 =R4 =R7 =H, R3 =0OH, R5 =R6 = O-CH2-O

(29) R1 =R4 =R5 =H, R2 = R7 = prenil, R3 = OH, R6= OCH3
(30) R1 =R4 =R5 =H, R2 =R7 =prenil, R3 =R6 = OH

(31) R1 =0CH3, R2 =R4 =R5 =H, R3 =R6 = OH, R7 = prenil
(32) R1 =R2 =R7 =H, R3=R4= OH, R5 = R6 = O-CH2-O

(33) R1 =R2 =R7 =H, R3=0CH3, R4=0H, R5 = R6 = O-CH2-O
(34) R1 =R2 =R4 =R5=H, R3=R6 = OH, R7 = prenil

Figura 9 - Estrutura quimica dos pterocarpanos com atividade bioldgica

O cancer € um grande problema de satude publica tanto nos paises desenvolvidos
como nos paises em desenvolvimento. As estatisticas mundiais mostram que no ano de
2000, ocorreram 5,3 milhdes de novos casos de cancer em homens e 4,7 milhdes em

mulheres (Instituto Nacional do Cancer, 2004).

17



18

No Brasil, a importancia do cancer para as autoridades de saide tem aumentado
através dos anos desde que outras doengas t€m sido controladas e as técnicas de diagnéstico
melhoraram. De acordo com as estimativas, mais de 300.000 novos casos de cancer sdo
esperados cada ano (Ministério da Sadde, 1999-2000). Apesar de grandes avangos na
terapéutica, 6,2 milhdes de pessoas morreram por essa causa no mundo em 2000 e 100.000
mortes ocorreram no Brasil nesse mesmo ano (Instituto Nacional do Cancer 2004 e
Ministério da Satde, 1999-2000). Na regido nordeste, o cancer representa a terceira causa
de morte, correspondendo a 6,34% do total de mortos, e somente 0,02 pontos abaixo das

doencas infecciosas.

Nesse contexto a busca por agentes antineopldsicos continua sendo necessdria,
pois as drogas disponiveis até o momento ndo sdo suficientes para controlar a doenca. Além
disso, muitos medicamentos apresentam efeitos colaterais pronunciados que limitam o uso
da droga. Diante de varios flavondides isolados a partir da flora brasileira, particularmente
a cearense, ¢ necessario conhecer o potencial farmacoldgico dessas substancias com o
objetivo de descobrir uma nova molécula guia no tratamento do cancer, que pode inclusive,

apresentar novo mecanismo de acao.
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OBJETIVOS

1. Geral

Avaliar o potencial antitumoral de flavonas e pterocarpanos isolados de plantas do
nordeste brasileiro a partir da determinacdo de suas atividades citotoxicas em modelos in

Vitro.

2. Especificos

2.1. Determinar e comparar a atividade citotéxica de 8 flavonas e 8 pterocarpanos
em células tumorais e no desenvolvimento embriondrio do ourico do mar Lytechinus

variegatus.

2.2. Estabelecer uma relagdo entre a estrutura quimica e atividade, visando conhecer

quais grupamentos sao essenciais para a atividade citotéxica.

2.3. Determinar o possivel mecanismo pelo qual as substdncias mais ativas

desempenham a atividade, usando as células HL60 como modelo.
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MATERIAIS E METODOS

1. Materiais utilizados

1.1 Equipamentos

Agitador de placa MLW Modelo Thys 2

Aquario marinho

Centrifuga Centimicro FANEN Modelo 212

Centrifuga Excelsa Baby | FANEN Modelo 206

Centrifuga de placas Eppendorf Modelo Centrifuge 5403

Centrifuga de 1aminas Shandon Southern Cytospin

Citdometro de fluxo FACSCalibur, Becton, Dickinson and company, New Jersey, USA
Deonizador de dgua Milli-Q

Espectrofotometro de placas Packard Spectra Count

Fluxo laminar VECO

Frascos para cultura de células Corning

Incubadora de células (CO, Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow
Microscépio 6ptico Metrimpex Hungary/PZO-Labimex Modelo Studar lab

Microscoépio 6ptico de inversdo Nikon Diaphot
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1.2 Solu¢oes

Agua do mar filtrada -

Anticorpo anti-BrdU 1 uL de anticorpo anti-BrdU
BSA 5% q.s.p. 500 puL de solugao

Anticorpo  biotinilidado anti- ] yL de anticorpo anti-imunoglobulina

imunoglobulina de camundongo BSA 5% q.s.p. 100 pL de solugio

Azul de tripan 10% 10 mg de azul de tripan
PBS q.s.p. 100 mL de solu¢do

BrdU 10mM -
Diaminobenzidina (DAB) 5 uL de DAB
1 mL de Tris-HCI (Tris 0,05M) pH= 7,6
2 },LL de H202
Eosina 0,5% 0,5 g de Eosina
80 mL de EtOH
0,5 mL de Acido acético
20 mL de H,O
Estreptavidina - peroxidase 1 pL de Estreptavidina — peroxidase

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

21
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Sigma

Dako

Sigma

Dako

Sigma

Sigma

Immunotech

Proquimios

Proquimios

Doles
Vetec

Vetec

Sigma

Dako



Formalina neutra 10%

Hematoxilina 0,1%

Iodeto de propideo Img/mL

KCl1 0,5M

Meio de cultura de células
RPMI 1640

MTT

Penicilina - estreptomicina

100 mL de Formaldeido 37%
4 g de Fosfato de sédio monobdsico

6,5 g Fosfato de sodio dibasico
H,0 g.s.p. 900 mL

0,5 g de Hematoxilina

10 mL de Glicerina

25 g de Sulfato de aluminio
0,1 g de Iodeto de potéssio

H,0 g.s.p. 500 mL de solu¢do

Img de iodeto de propideo
PBS q.s.p.

37,3 g de Cloreto de potassio
H,0 g.s.p 1 L de solugao.

Diluido em 4gua deionizada

esterelizada, filtrado em filtro millipore
— 0,22 mm - e complementado com
10% SBF, 1% de glutamina, 1% de
antibidticos, 1% de bicarbonato de

sédio (0,75%) e 25 mM de HEPES

20 mg de MTT
PBS q.s.p. 100 mL de solucdo

Penicilina 10.000 U.I./mL

Estreptomicina 10 mg/mL
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Vetec
Labsynth
Labsynth

Doles
Labsynth
Labsynth
Labsynth

Boehringer

Labsynth

Cultilab

Sigma

Cultilab
Cultilab



Solugdo desnaturante

(para andlise de incorporacao
de BrdU)

Soro fetal bovino

SSC 10X

Rodamina 123 Smg/mL

Tampao de incubagdo

(para anédlise de anexina-V)

Tampao de lise (para andlise da
fragmentacdo do DNA)

Tampao fosfato (PBS)

23

Formamida 70 % Vetec
2x SSC (pH=6,5-7,52a70°C)

- Cultilab
Cloreto de sédio 1,5 M Labsynth

Citrato de sédio 0,15 M Grupo Quimica

H,O -

Rodamina 123 Smg

Etanol g.s.p Vetec
HEPES 10 mM Reagen
Cloreto de s6dio 140 mM Labsynth
Cloreto de cacio 5 mM (pH=7.4.) Reagen

H,O

0,1 g de citrato de s6dio Grupo Quimica

0,1 mL de Triton X-100 Isofar
200 mg de iodeto de propideo Boehringer
100 mL de H,O

8,766 g de Cloreto de sodio Labsynth
2,14 g de NaHPO4.7H,0 Labsynth
0,276 g de NaHPO4.H,0 Labsynth
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Tampao Tris (TBS) 10X

Tripsina 0,25%

Triton X -100 1%

1.3 Reagentes

Acido Acético Vetec
Acido Cloridrico Vetec
DMSO Vetec

1.4. Farmacos

H,0 g.s.p. 1 L de solucédo (pH =7,2)

Cloreto de s6dio 1,5 M
Tris 0,5 M (pH="7,6)

H,O

50 mL de Tripsina 2,5%
0,125 gde EDTA
450 mL de PBS

1 mL de Triton X-100

H,0 q.s.p. 100 mL de solu¢do

24

Labsynth

Proquimios

Cultilab
Proquimios

Isofar

Doxorrubicina Zodiac (fornecida pela farmécia do Institudo do Cancer do Ceard — ICC)

1.5 Modelos biologicos experimentais

Linhagens celulares tumorais cultivadas (detalhadas na pagina 35)

Ovos do ourigo-do-mar Lytechinus variegatus
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2 Metodologia Experimental

2.1 Extracao e isolamento dos flavonéides

Para obteng@o dos compostos puros, tanto as flavonas, como os pterocarpanos foram
isolados de seis plantas do nordeste brasileiro. A tabela 1 traz a lista das espécies e a figura
4 traz as fotos das plantas, bem como a familia a que pertence e local de coleta das plantas
que produziram os metabdlitos utilizados nesse trabalho. A tabela 2 correlaciona as
espécies de plantas com os compostos isolados. O estudo fitoquimico foi realizado no
Departamento de Quimica Organica e Inorgéanica da Universidade Federal do Ceard, sob a
orientagdo dos professores Dr. Edilberto Rocha Silveira, Dra. Mary Anne S. Lima e Dra.

Otilia Deusdénia L. Pessoa.

Tabela 1 — Relagdo das espécies de plantas estudadas, respectivas familias e locais de

coleta

Espécie Familia Foto Local de coleta

Alibertia myrciifolia Spruce ex K |Rubiaceae A Chapada do Araripe,

Schum. Crato-CE

Eupatorium ballotaefolium HBK Asteraceae B Serra da Meruoca-CE

Lippia sidoides Cham Verbenaceae C Mossor6-RN

Platymiscium floribundum Vog Leguminosae D Acarape-CE

Erythrina velutina Willd Fabaceae E Pacoti-CE

Harpalyce brasiliana Benth Papilionoidaea |F Chapada do Araripe,
Barbalha- CE
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Figura 10 - Fotos da plantas utilizadas nesse trabalho: Alibertia myrciifolia (A),
Eupatorium ballotaefolium (B), Lipia sidoides (C), Platymiscium floribundum (D),
Erythrina velutina (E) e Haparlyce brasiliana (F). Fotos do Prof. Edilberto R. Silveira.
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(35) R;=R,=R,=H, R;=Rs=Rs=R,=0CHj; - 5-hidroxi-7,3’,4’,5’-tetrametoxiflavona

(36) R,=R,=R,=H, R;=Rs=Rs=0CHj3;, R;=0H - 5,5’ -dihidroxi-7,3’,4’ -trimetoxiflavona
(37) Ri=R,=R,=H, Rs= R;=0H, Rs=R¢=0OCH; - 5,7,5’-trihidroxi-3’,4’-dimetoxiflavona
(38) R;=R,=R,=Rs=R,=H, R;=0H, R =0OCH; - 5,7-dihidroxi-4’-metoxiflavona

(39) R;=R,=R,=Rs=R;=H, R;=Rs=0H - 5,7,4’-tril idroxiflavona

(40) R;=R,=R;=H, R,=0OCH; R;= Rs=Rs=0H - 5,7,3",4’-tetrahidroxi-6-metoxiflavona
(41) R;=R;=Rs=Rs=0OH, Ry=R,=R;=H - 3,5,7,3’ ,4’-pentahidroxiflavona

(42) R1= O-gIUCOSﬂ, R2=R4 =R7 =H, R3= R5=R6 =0OH - 3—O—gliCOSideo—5,7,3’,4’—tet1‘ahid1‘OXi—

flavona

Figura 11 - Estrutura quimica dos flavondides utilizados neste estudo
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(43) R;=R,=R, = OCHj3;, R3= Rs=H - 2,3,9-trimetoxipterocarpano

(44) R;= R;=Rs=H, R,=R, = OCH; - 3,9-dimetoxipterocarpano

(45) R;=R;=Rs=H, R,= OH, R, = OCHj; - 3-OH-9-metoxipterocarpano

(46) R;= Rs=H, Ry= R; = OH, R, = OCHj - 3,4-dihidroxi-9-metoxipterocarpano
(47) R;=R;=H, Ry= Rs= OH, R, = OCH; - 3,10-dihidroxi-9-metoxipterocarpano

(48) R|= R;=H, R,= R, = OH, Rs= (CH;),C=C-CH, -3,9-dihidroxi-10-prenilpterocarpano

Ra

|
R
ne” NP NN

(49) R;=H, R, = -CH,-CH=C(CH,OH)CHj; Cabnegrina A1

(50) R;= CH;(CH,OH)HC-CH,-CH,-, R,=H Cabnegrina A2

Figura 12 - Estruturas quimicas dos pterocarpanos utilizados neste estudo.
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Tabela 2- Relagao das espécies e compostos isolados.

Espécie

Compostos

Alibertia myrciifolia

5-hidroxi-7,3’,4’,5’ -tetrametoxiflavon (35)
5,5’-dihidroxi-7,3’,4’ -trimetoxiflavona (36)
5,7,5’-trihidroxi-3’,4’-dimetoxiflavona (37)
5,7-dihidroxi-4’-metoxiflavona (38)

5,7,4’-trihidroxiflavona (39)

Eupatorium ballotaefolium

5,7,3’ 4’ -tetrahidroxi-6-metoxiflavona (40)

3-O-glicosideo-5,7,3’,4’-tetrahidroxi-flavona (42)

Lippia sidoides

3,5,7,3’,4’-pentahidroxiflavona (41)

Platymiscium floribundum

2,3,9-trimetoxipterocarpano (43)
3,9-dimetoxipterocarpano (44)
3-hidroxi-9-metoxipterocarpano (45)
3,4-dihidroxi-9-metoxipterocarpano (46)

3,10-dihidroxi-9-metoxipterocarpano (47)

Erythrina velutina

3,9-dihidroxi-10-prenilpterocarpano (48)

Harpalyce brasiliana

Cabenegrinas Al, 3-hidroxi-4-(1-hidroxi-4-isopentenil)-
8(9)-metilenodioxipterocarpano (49) e cabnegrina All, 3-
hidroxi-2-(1-hidroxi-4-isopentil)-8(9)-

metilenodioxipterocarpano (50)
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2.1.1 Isolamento das flavonas (35, 36, 37, 38 e 39) de Alibertia myrciifolia.

As partes aéreas da A. myrciifolia foram coletadas em setembro de 2001 na chapada
do Araripe, municipio do Crato, no estado do Ceara e identificadas pelo Dr. Elnatan B. de
Souza (Universidade do Vale do Acarai-Ceard). A exsicata (no. 31016) foi depositada no
Herbario Prisco Bezerra, Departamento de Biologia, Universidade Federal do Ceard, Ceard,

Brasil.

As partes aéreas (790.0g) da A. myrciifolia foram secas ao ar, pulverizadas e
extraidas com hexano a temperatura ambiente. O solvente foi removido por pressao
reduzida produzindo um extrato resinoso verde (6,6 g). O residuo obtido apds extracdo com
hexano foi re-extraido com EtOH produzindo um precipitado, a filtracdo e recristalizacdo
em EtOH, produziu D-manitol (15 g). A evaporacdo do liquido mae sob pressdo reduzida
produziu um sélido marrom-escuro (51.0 g), que foi adsorvido em Silica gel e fracionado
numa coluna por elui¢do com hexano, CHCls;, EtOAc e BuOH. A fragcao hexanica (2.5 g)
foi re-cromatografada em sephadex LH-20 pela eluicio com MeOH, gerando vinte fracdes
que foram reunidas por semelhanc¢a usando a cromatografia em camada delgada. A flavona
5-hydroxi-7,3’, 4’5’ -tetrametoxiflavona (corimbosina) (35) (6,5 mg) (Zahir et al., 1996) foi
obtida a partir da fragao 11-18.

A fracdo cloroférmica também foi submetida a cromatografia em sephadex LH-20
produzindo onze fracdes. As fracdes F-4, F-6, F-8 e F-9 mostraram ser interessantes. A
cromatografia em placa preparativa de silica foi sucessivamente usada nessas fragdes. A
cumarina escopoletina (2.0 mg) (Pouchert & Behnke, 1993) foi obtida da fracdo F-6, as
flavonas 5,5’-dihidroxi-3’,4’,7-trimetoxiflavona (letedocina) (36) (6,1 mg) (Zahir et al.,
1996) e 5,5°,7-trihidroxi-3’,4’-dimetoxiflavona (apometzgerina) (37) (2.8 mg) (Rofi &
Pomilio, 1985) da fracdo F-8 e 5,7-dihidroxi-4’-metoxiflavona (acacetina) (38) (9,5 mg)
(Agrawal, 1989) e 4°,5,7-trihidroxiflavona (apigenina) (39) (5,0 mg) (Agrawal, 1989) da
fracdo F-9.

A determinacdo estrutural de todos metabdlitos foi feita pela andlise do espectro de
massa e espectro de RMN de hidrogénio-1, carbono-13, uni e bidimensionis utilizando o
aparelho Bruker DRX 500, seguida de comparagdo com dados e pontos de fusdo das

substancias originais publicados (Luciano et al., 2004)
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2.1.2 Isolamento das flavonas (40 e 42) de Eupatorium ballotaefolium.

As partes aéreas do E. ballotaefolium foram coletadas em Julho de 2001 na Serra da
Meruoca, estado do Ceard. O material botanico foi identificado pelo professor Edson P.
Nunes do Departamento de Biologia. A exsicata (no. 27646) foi depositada no Herbario

Prisco Bezerra, Departamento de Biologia, Universidade Federal do Ceara.

As partes aéreas (1,2 kg) da E. ballotaefolium foram secas ao ar, e extraidas com n-
hexano seguido por EtOH a temperatura ambiente produzindo extratos de 21,6 e 50,3 g,
respectivamente, apos a evaporacao do solvente, sob pressdo reduzida. O extrato etandlico
foi fracionado por cromatografia de coluna de Silica gel usando CHCls;, EtOAc e MeOH
como eluentes. A fragdo CHCl; foi novamente cromatografada em Silica gel, eluindo com
n-hexano-EtOAc  (100:0—0:100) produzindo 5,7,3’,4’-tetrahidroxi-6-metoxiflavona
(nepetina) (40) (469,4 mg). A fracdo EtOAc foi cromatografada em coluna de Silica gel
eluida com CHCI3-EtOAc (100:0—0:100) e metanol para produzir 3-O-glicosideo-
5,7,3’,4’-tetrahidroxi-flavona (quercetina-3-O-glucosideo) (42) (27,8 mg). A estrutura dos
compostos 40 e 42 foi determinada por andlise espectroscopia e comparacao dos dados com

a literatura (WenKert & Gottlieb, 1977; Agrawal, 1989).

2.1.3. Isolamento da flavona (7) de Lippia sidoides.

Exemplares de Lippia sidoides foram coletados em agosto de 1997, ESAM,
Mossord, Rio Grande do Norte. O material botanico foi identificado pelo professor Afranio
Gomes Fernandes (Universidade Federal do Ceard). A exsicata (no. 25149) foi depositada

no Herbario Prisco Bezerra, Departamento de Biologia, Universidade Federal do Ceara.

O talo (3.0 kg) foi moido e extraido com etanol a temperatura ambiente. O solvente
foi removido por pressdo reduzida produzindo 51,0 g de extrato. Esse extrato foi
cromatografado em Si gel usando como eluente hexano, CHCI3 , EtOAc e MeOH. A fracao
cloroférmica produziu 5,7,3’,4,-tetrahidroxiflavonol (quercetina) (41) (168,0 mg) por

cromatografia em Sephadex LH-20 (Costa et al., 2001).
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2.1.4 Isolamento dos pterocarpanos (43,44,45,46 e 47) de Platymiscium floribundum.

P. floribundum Vog foi coletada no municipio de Acarape, estado do Ceard, e
identificada pelo professor Afranio Gomes Fernandes (Universidade Federal do Ceard). A
exsicata (no. 31052) foi depositada no Herbério Prisco Bezerra, Departamento de Biologia,

Universidade Federal do Ceara.

O lenho do caule da P. floribundum (1,7 kg) foi seco ao ar, pulverizado e extraido
com hexano (4000 mL) a temperatura ambiente. O solvente foi removido por pressdao
reduzida produzindo um 6leo viscoso marrom (7,0 g). O residuo obtido apds extragdo com
hexano foi extraido com CHClI; (4000 mL) produzindo um extrato resinoso marrom (76,0g)

e depois com EtOH produzindo outro extrato marrom resinoso (35,0 g).

Parte do extrato cloroférmico (50,0 g) foi adsorvido em Si gel (5,0 g) e
cromatografado em coluna com Si gel (150 g) por elui¢do com hexano, CH,Cl,, EtOAc e
MeOH em misturas bindrias de polaridade crescente, produzindo 10 fragdes reunidas por
semelhanga na cromatografia em camada delgada (solvente, volume, peso): A (hexano, 250
mL, 20.0 mg); B (hexano:CH,Cl, 7:3, 250 mL, 30.0 mg); C (hexano:CH,Cl, 1:1, 250 mL,
3.1 g); D (hexano:CH,Cl, 1:1, 500 mL, 6.9 g); E (CH,Cl,, 350 mL, 39.0 mg); F (CH,Cl,
250 mL, 22.7 g); G (CH,Cl,:AcOEt 1:1, 150 mL, 3.0 g), H (CHxCly:AcOEt 1:1, 250 mL,
1.8 g), I (AcOEt, 350 mL, 1.2 g) e J (MeOH, 50 mL, 9.1 g). A partir da fracdo C (3.1g), um
precipitado foi formado e filtrado, produzindo cristais incolores de 3,10-dihidroxi-9-
metoxi-pterocarpano (47) m.p. 118-120 (lit. 121 0C) (Kurosawa et al., 1978). Fracdo E
(390.0 mg) foi recromatografada com Si gel (20g) por elui¢ao com hexano, CH,Cl,, AcOEt
and MeOH. Seis fracdes com polaridades crescentes, reunidas por semelhanga na
cromatografia em camada delgada, foram obtidas: E; (hexano, 125 mL, 38.0 mg), E;
(CH,Clp, 125 mL, 20.0 mg), E3 (CH,Cl,/AcOEt 7:3, 100 mL, 0.19 g), E; (CH,Cl,:AcOEt
1:1, 125 mL, 21.0 mg), Es (AcOEt, 25 mL, 20.0 mg) e Es (MeOH, 25 mL, 33.0 mg). A
fracdo E; foi submetida a cromatografia por centrifugacdo (Cromatroton), usando uma
mistura de hexano/AcOEt 1:1 como eluente para produzir um sélido amarelado 3,9-
dimetoxi-pterocarpano (homopterocarpina) (44) (20.0 mg) m.p. 87.6-87.8 (lit. 83.0-85.0)
(McMurry et al., 1972). A fragdo Ej; foi purificada em sephadex LH-20 por elui¢do com
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CHCI;/ MeOH 1:1 produzindo dois sélidos amarelados, 2,3,9-trimetoxipterocarpano (43)
(30.0 mg), m.p. 123-125 oc (lit. 122-124 0C) (Pueppke & VanEtten, 1975) e 3,4-dihidroxi-
9-metoxi-pterocarpano, (46) (8.0 mg), m.p. 167.0-168.7 oC (1it. 168.0 °C) (Ingham, 1976).
A fracdo G produziu um precipitado que foi separado do liquido sobrenadante produzindo
3-hidroxi-9-metoxi-pterocarpano (medicarpina) (45), m.p. 125.0-127.0 °c (lit. 123-125 OC)
(Letchier & Shirley, 1976).

2.1.5. Isolamento do pterocarpano (48) de Erythrina velutina.

As cascas do caule da Erythrina velutina, coletadas em fevereiro de 2002, no
municipio de Pacoti, estado do Ceard foram identificadas pelo professor Afranio Gomes
Fernandes (Universidade Federal do Ceard). A exsicata (no. 16046) foi depositada no

Herbario Prisco Bezerra (EAC), Departamento de Biologia, Universidade Federal do Ceara.

As cascas do caule de E. velutina (1,60 kg) foram trituradas e secas, e em seguida
extraidas com solu¢@o hidroalcodlica (etanol/dgua 7:3) a temperatura ambiente. A
evaporacdo do solvente sob pressao reduzida forneceu um precipitado escuro (56,24 g),
denominado de EVCCHAP e uma solucdo aquosa marrom clara, que apds liofilizada,

resultou em um liquido viscoso (78,71 g), denominado de EVCCHdS.

Uma aliquota de EVCCHAP (25,01 g) foi suspendida em 80 mL de etanol. Apds
filtracdo, a solucdo obtida foi submetida a particdo com os seguintes solventes: CHCI; (3 x
50 mL) e AcOEt (3 x 50 mL). Quinze gramas da fracdo CHCI;, denominada EVCCHdP-CI
(19,81 g) foi dissolvida em 60 mL de metanol e extraida com CHCl; (2 x 40 mL) em 15 mL
de H,O, resultando na fragdo EVCCHdAPCI, (12,79 g).

Fracionamentos cromatograficos sucessivos em Sephadex LH 20 da fracdo
EVCCHAPCl,, usando metanol como eluente, produziu a fragago EVCCHdP CA3(4). A
particdo liquido-liquido de EVCCHdAP CA3(4) (771,7 mg) dissolvida em 10 mL de
metanol, usando éter de petrdleo, diclorometano e acetato de etila resultou na fracdo
EVCCHdP CA3(4)DCl (691,3 mg) obtida com diclorometano. Apds sucessivas
cromatografias do tipo silica flash (15 g) com os solventes, hexano, AcOEt, MeOH puros
ou em combinacdo bindria, obteve-se 19,2 mg de um sdlido amarelado caracterizado

espectroscopicamente como a faseolidina (48) (Rodrigues 2004) .
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2.1.6. Isolamento dos pterocarpanos (49 e 50) de Harpalyce brasiliana

Espécimens completos de Harpalyce brasiliana Benth, coletados no municipio de
Barbalha, estado do Ceard, foram identificados pelo Prof. Edson de Paula Nunes
(Universidade Federal do Ceard). A exsicata (no. 32525) foi depositada no Herbério Prisco
Bezerra (EAC), Departamento de Biologia, Universidade Federal do Ceara.

A raiz de Harpalyce brasiliana (3,5 Kg) foi seca, triturada e extraida 3 vezes com
etanol a temperatura ambiente. Apds remocao do solvente sob pressao reduzida, obtiverem-
se 260,36 g de um extrato viscoso marrom.

A solucdo alcodlica de uma aliquota de 107,31 g do extrato adicionou-se 100,0 mL
de éter de petréleo e pequenas porc¢des de dgua (70,0 mL) até a separagao das fases. Depois
de quatro extragdes com 50,0 mL de éter de petrdleo, adicionou-se 100,0 mL de
cloroférmio a fase hidroalcodlica e pequenas por¢des de dgua (90,0 mL) até a separagdo
das fases. Apos quatro extracdes de 50 mL , a fase hidroalcodlica foi rotaevaporada até
metade do volume (~ 230,0 mL) e posteriormente, extraida com acetato de etila (100,0 mL
+ 4 x 50 mL). A fase hidroalcodlica, evaporada até a saida total dos solventes organicos (~
160,0 mL), seguida da adicao de 100,0 mL de n-butanol e por¢des de dgua (75 mL) até a
separacdo das fases, foi submetida a mais quatro extracdes com 50,0 mL de n-butanol. Ao
final, obtiveram-se 5 fragdes: éter de petrdleo (8,92 g), cloroférmio (57,66 g), acetato de
etila (1,09 g), n-butanol (6,68 g) e a fase aquosa (23,64 g).

12,50 g da fracdo cloroférmio, divididos em quatro aliquotas de 3,12 g, 3,10 g, 3,15
g e 3,13 g, foram cromatografados em gel de SEPHADEX LH-20 (75,0 g), utilizando
metanol como solvente. Foram coletados 28 fracdes de 20 mL, que apds andlise
comparativa por CCD das fracdes obtidas e reunido das semelhantes, obtiveram-se 7
grupos: A (5,5g),B(2,1g),C(1,5g),D(2,7¢g),E0,4¢g),F(0,1 g eG(0,2g).A fracio D
foi submetida a cromatografia do tipo “flash” em gel de silica (83,0 g), usando os solventes
cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas bindrias, seguindo um
gradiente de polaridade. Andlise comparativa por CCD permitiu a reunido das 270 fracdes
(10,0 mL) em 20 grupos. O grupo 201-225 (490,0 mg) foi submetido a cromatografia do
tipo “flash” em gel de silica (17,8 g) com hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em

misturas bindrias, seguindo um gradiente de polaridade. Anélise comparativa por CCD das
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60 fracdes obtidas (5,0 mL), levou a obtencdo da fracdo 6-12 (296,0 mg), composta
exclusivamente da mistura das duas cabenegrinas. Uma aliquota de 43,8 mg da fragdo 6-12
foi submetida a nova cromatografia do tipo “flash” em gel de silica (43,8 g), usando
tetracloreto de carbono, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas terndrias, seguindo
um gradiente de polaridade, levando ao isolamento de 3-hidroxi-4-(1-hidroxi-4-
isopentenil)-8(9)-metilenodioxipterocarpano, cabenegrinas A-I (49) (5,5 mg) e 3-hidroxi-2-

(1-hidroxi-4-isopentil)-8(9)-metilenodioxipterocarpano, cabnegrina A-II (50) (5,5 mg).

2.2. Estudo da atividade citotoxica dos flavonéides

2.2.1. Avaliacio da atividade antimitdtica nos ovos do ouri¢o-do-mar.

Foram utilizados exemplares da espécie Lytechinus variegatus, coletados na praia
da Lagoinha, litoral cearense. Esses animais sdo facilmente coletados e mantidos em
aqudrios no laboratério. Além disso, apresentam ovos ndo muito pigmentados, facilitando a
visualizacdo dos estdgios de desenvolvimento. Esse teste pode dar uma visdo geral sobre o

mecanismo de acdo da droga, dependendo do estdgio em que a droga inibe o ovo.

A eliminacdo dos gametas foi induzida pela inje¢do de até 3 mL de KCI 0,5 M na
cavidade celdomica (perivisceral) dos animais. Apds o término da eliminacdo dos gametas,
os Ovulos foram lavados em uma proveta com dgua do mar filtrada. Esse processo foi
repetido por mais duas vezes, para remog¢do da camada gelatinosa que envolve o évulo.
Ap6s a ultima lavagem, os 6vulos foram ressuspendidos em 50 mL de dgua do mar filtrada.
Os espermatozoides concentrados foram coletados e mantidos em baixa temperatura, 4°C,
até o momento do uso. A fecundagdo foi realizada pela adi¢do de 1 mL da suspensdo de
espermatozdides (0,05 mL de suspensdo concentrada dos espermatozoéides/ 2,45 mL de
dgua do mar) a suspensdo de 6évulos (50 mL). Apds cerca de dois minutos, a fecundagdo foi
confirmada pela presenca da membrana da fecundacao (figura 11b), através da observagao
de uma amostra das células em microscopio 6ptico. Os ovos (1 mL) foram distribuidos
numa placa com 24 cavidades, contendo a substincia teste em diferentes concentragdes. A

doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. Os ovos foram incubados num volume
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final de 2 mL, mantidos a temperatura ambiente (26 + 2°C) sob agitacdo constante. Nos
intervalos correspondentes a primeira e terceira divisdes (figuras 11c e 11e) foram fixadas
aliquotas de 0,2 mL em formalina 10%, j4 na bléstula (figura 11f) 0,1 mL de formaldeido
foi adicionado ao volume restante na placa. Cem embrides foram contados em cada amostra

para obtencdo da porcentagem de células normais.

100 um

Figura 13 - Fotomicrografias das primeiras fases do desenvolvimento embriondrio do
ourico Lytechinus variegatus. A - 6vulo; B - ovo com membrana de fecundagéo; C - 1°

divisdo; D - 2% divisdo; E - 3% divisdo; F - blastula.
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2.2.1.2 Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrio da média de n
experimentos. O cdlculo da Clsy (concentragdo inibitéria média capaz de provocar 50% do
efeito maximo) e seu respectivo intervalo de confianga (IC) 95% foi realizado a partir de

regressao ndo-linear utilizando o programa Prism versao 3.0 (GraphPad Software).

2.2.2 Avaliacao da atividade antiproliferativa em células tumorais in vitro.

A citotoxicidade foi obtida através do método do MTT (Mosmann, 1983) utilizando
as seguintes linhagens celulares: CEM (leucemia — humana), HL.-60 (leucemia — humana),
HCT-8 (c6lon — humana), MCF-7 (mama — humano) e B-16 (melanoma — murino) obtidas
através de doacao do Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (Bethesda, MD). O
ensaio consiste em uma andlise colorimétrica baseada na conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-
tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) para formazan, pela atividade da
enzima succinil-desidrogenase presente na mitocondria da célula vidvel (Mosmann, 1983),

permitindo dessa maneira quantificar a porcentagem de células vivas.

As linhagens celulares foram cultivadas em frascos plasticos para cultura (Corning,
25 cm?, volume de 50 mL para células aderidas e 75 cm?, volume de 250 mL para células
em suspensdo); utilizando o meio de cultura RPMI 1640 complementado com 10% de soro
fetal bovino e 1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina). As células foram incubadas
em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO,, seguido da observacdo do crescimento
celular com ajuda de microscopio de inversdo a cada 24 horas, quando necessdrio as células
foram repicadas em meio de cultura novo, em uma concentragdo de 0,5-1,0 x 10° céls/ mL

(Butler & Dawson, 1992).

As células em suspensdo ou monocamadas foram distribuidas em multiplacas de 96
cavidades numa densidade de 0,3 x 10° células/mL, para células suspensas, 0,7 x 10°
células/mL para HCT-8 e MCF-7 e 0,6 x 10° células/mL para B-16. As substincias testes

foram incubadas durante 72 horas juntamente com a suspensdo de células. A doxorrubicina
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foi utilizada como controle positivo. Apds o periodo de incubagdo, as placas foram
centrifugadas (1500 rpm/15 min), e o sobrenadante foi descartado. Cada cavidade recebeu
200 pL da solu¢ao de MTT (10% em meio RPMI 1640) e foi reincubada durante 3 horas,
em estufa a 37°C e a 5% CO,. Apés esse periodo, as placas foram novamente centrifugadas
(3000 rpm/10 min), o sobrenadante foi desprezado, e o precipitado foi ressuspendido em
150uL. de DMSO. Para a quantificacdo do sal reduzido nas células vivas, as absorbancias
foram lidas com o auxilio do espectrofotdmetro de placa, no comprimento de onda de 550
nm. Essa técnica tem a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula,

sendo assim, bastante util para avaliar a citotoxicidade.

2.2.2.1 Analise dos dados

As drogas foram testadas em diluicdo seriada, em duplicata ou triplicata. Foi
registrado o grafico absorbancia x concentracdo e determinado suas Clsy (concentracio
inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito mdximo) e seus respectivos intervalos de
confianca (IC 95%) realizado a partir de regressdo nao-linear utilizando o programa Prism

versao 3.0 (GraphPad Software).

2.3 Estudo do mecanismo de acao

2.3.1 Viabilidade celular - Exclusao por Azul de Tripan

O teste de exclusdo por azul de tripan permite quantificar separadamente as células
vidveis das células mortas pela substancia testada. O corante penetra em todas as células,
porém somente as c€lulas vidveis conseguem bombear o tripan para fora, sendo possivel

dessa maneira observar uma colorac@o azulada nas células mortas.

Células da linhagem HL-60, na concentragdo de 0.3 x 10° células/mL, foram
incubadas por 24 h com as drogas e examinadas ao microscopio de inversdo. A

concentracao utilizada foi estimada a partir do valor da Clsy encontrada no método do MTT
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para esta mesma linhagem celular. Foi retirado 90 pL da suspensdo de células e adicionado
a 10 pL do azul de tripan. As células vidveis e as ndo vidveis foram diferenciadas e
contadas em camara de Newbauer. A Doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle

positivo.

2.3.1.2 Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrio da média de n
experimentos. Para verificagdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por andlise de variancia (ANOVA) seguida de Student

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

2.3.2 Analise morfolégica — Coloracao por hematoxilina/eosina

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

conferindo-lhe uma coloracdo résea.

Células da linhagem HL-60, plaqueadas na concentragdo de 0,3 x 10° cél/mL, foram
incubadas por 24h com as drogas e examinadas ao microscopio de inversdo. A
concentracao utilizada foi estimada a partir do valor da Clsy encontrada no método do MTT
para esta mesma linhagem celular. Para observar a morfologia, SOuL da suspensdo de
células foram adicionadas a centrifuga de lamina (cytospin). Apds a ades@o das células na
lamina a fixacdo foi feita com etanol 96% por 5 minutos e a coloragdo primeiramente

utilizada foi a hematoxilina, seguida pela eosina.

2.3.2.1 Analise dos dados
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As laminas contendo as células coradas foram levadas ao microscépio para
avaliacdo das suas caracteristicas morfolégicas e comparadas ao controle (nio-tratadas). O

registro das alteracOes celulares foi feito por fotografia.
2.3.3 Inibicao da sintese de DNA - BrDU

A bromodeoxiuridina (BrDU) é uma base nitrogenada andloga a Timina. Quando as
células estdo sintetizando DNA o BrDU ¢ incorporado no lugar da timina. A detec¢dao do
BrDU incorporado nas células é feita por técnicas imunohistoquimicas. O BrDU ¢
adicionado 3h antes do término do periodo de incubagdo, para que esse seja incorporado ao
DNA das células em mitose. Em seguida sdo adicionados os anticorpos € um cromégeno
especifico, a diaminobenzidina (DAB). Para corar as células ndo marcadas pelo cromdgeno,
utiliza-se Hematoxilina (0,1%). Sao contadas as 200 (duzentas) primeiras células
observadas em microscépio 6ptico. Considera-se positivas para proliferacdo, as células de
nicleo corado pelo DAB (cor marrom) e, negativas, as células de nicleo corado com

Hematoxilina (cor azul).

Trés horas apds a adi¢do do BrDU na cultura de células HL60 (0,3 x 106), laminas
para cada amostra foram preparadas e postas para secar por 2 h. Apds o periodo de secagem
foram fixadas em metanol: dcido acético (7:1,5) por 5 minutos. As células foram lavadas
com tamp@o Tris (TBS) e incubadas em solu¢do desnaturante por 90 minutos a 70° C e pH
7,4. Ap6s uma segunda lavagem com TBS, as células foram circuladas com caneta
hidrofébica e incubadas com anticorpo primdrio e deixadas na geladeira durante a noite em
camara umida. As células foram incubadas com anticorpo secundario biotinado por 20
minutos e, em seguida, com a solucdo de estreptavidina-fluoresceina por mais 20 minutos.
Foi adicionado o crom6geno DAB por 1-5 minutos e, em seguida, removido com dgua

destilada. A contracoloragdo das células foi realizada com hematoxilina da Hanks a 0,1%.

2.3.3.1 Analise dos dados

Duzentas células foram contadas diferenciando-as entre ndcleo marrom

(incorporaram o BrDU) e ndo-marrom. A proporcao de células marcadas em marrom e nao
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1 : 2 , . o A .
—marcadas entre os diferentes grupos foi comparada pelo teste x~ com nivel de significincia

de 5% (p<0,05).

2.3.4 Inducao de apoptose

Em todos os experimentos em que se investigou a apoptose, as células da linhagem
HL-60, na concentracdo de 0,3 x 10° cél/mL, foram incubadas por 24 h e examinadas ao
microscépio de inversdao. A concentracdo da droga utilizada foi estimada a partir do valor
da Clsp encontrada no método do MTT para esta mesma linhagem celular apds incubagao
por 72 horas, o solvente dimetilsulféxido PA (DMSO), também foi testado no volume de
20 pL. em 2 mL de suspensdo de células no pogo. O composto 3,10-dihidroxipterocarpano-
9-metoxipterocarpano nao foi submetido a esses ensaios devido sua quantidade ser

insuficiente.

Nesses ensaios foi utilizado o citometro de fluxo, FACSCalibur (Becton, Dickinson
and company, New Jersey, USA), usando programa CellQuest para leitura e andlise das
amostras na qual o aparelho contava dez mil eventos. A citometria de fluxo é uma técnica

utilizada para se determinar diferentes caracteristicas das particulas bioldgicas.

Os citdmetros analisam as células ou particulas em meio liquido que passam
através de uma fonte de luz. O desvio da luz, que estd relacionado diretamente com a
estrutura e morfologia das células e a fluorescéncia sdao determinados para cada particula
que passa pela fonte de excitagdo. Apds a aquisi¢do do desvio da luz e fluorescéncia de
cada particula, a informagdo resultante pode ser analisada utilizando-se um computador
com programa especifico acoplado ao citdmetro. A reducdo do tamanho das células resulta
na diminuicdo do desvio da luz para frente (FSC) e a condensacdo nuclear causa
inicialmente um aumento transitério no desvio da luz para o lado (SSC) seguido de uma

diminui¢do da SSC durante os estagios finais da apoptose (Shapiro, 1995).

2.3.4.1 Determinacao da integridade da membrana celular por citometria de fluxo -

viabilidade celular
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O teste se baseia na capacidade do iodeto de propideo penetrar nas células cuja
membrana esteja rompida e apds a ligacdo ao DNA emitir alta fluorescéncia quando €

excitado pelo laser. As células com membrana integra emitem baixa fluorescéncia.

As células foram recolhidas (500uL) e depositadas em um tubo para centrifugacio a
2000 rpm/5min. O sobrenadante foi descartado e S00uL. de PBS foi adicionado, 50uL. do
PI (2ug/mL em PBS) também foi adicionado 5 minutos antes da leitura no citdmetro de

fluxo.

2.3.4.2 Fragmentacao do DNA por citometria de fluxo

Esse teste baseia-se na capacidade do iodeto de propideo se ligar ao DNA.
Inicialmente a membrana plasmatica das células € lisada por um detergente para que o PI
possa se ligar ao nucleo. Células com o nucleo integro emitirdo alta fluorescéncia, ja
nicleos com condensag¢do da cromatina e DNA fragmentado incorporam menos PI e por

isso emitem menor fluorescéncia sugestivo de apoptose.

As células foram recolhidas (1,5 mL) e depositadas em um tubo para centrifugacao
a 5000 rpm/2min. O sobrenadante foi descartado e 200 pL. de solucdo de lise ( 0,1% de
citrato de sodio, 0,1 % de Triton X-100 e 2 pg/mL iodeto de propidio em PBS) foi
adicionada. Ap6s um periodo de periodo de 30 minutos onde os tubos permaneceram no

escuro, as amostras foram analisadas no citometro de fluxo.

2.3.4.3 Determinacao do potencial transmembranico da mitocondria por citometria de

fluxo.

Esse teste baseia-se na capacidade da mitocOndria seqiiestrar a rodamina 123, um
corante fluorescente, quando esta apresenta potencial transmembranico inalterado, as
células com rodamina emitem alta fluorescéncia quando atingidas pelo laser. Alteragdes no
potencial mitocondrial transmembranico levam ao efluxo da rodamina de dentro da
mitocOndria, gerando eventos que emitirdo menor fluorescéncia comparado com as células

que possuem mitocondrias normais .
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As células foram recolhidas (1 mL) e depositadas em um tubo para centrifugacdo a
2000 rpm/5min. O sobrenadante foi descartado e 500 pL do solu¢do de rodamina 1pg/mL
foi adicionada. Apds 15 minutos de incuba¢do no escuro, a suspensdo de células foi
novamente centrifugada por 2000 rpm/5min. Para efetuar a leitura no citometro de fluxo, o

sobrenadante foi descartado e 500 pL. de PBS foram acrescentados por 30 minutos.

2.3.4.4. Analise dos dados obtidos no citometro de fluxo.

Todos os dados obtidos no citometro de fluxo foram apresentados como a média e o
desvio padrao da média de n experimentos e analizados pela andlise de variancia (ANOVA)

seguido por Student Newman-Keuls, com o nivel de significancia de 5%.

43



44

RESULTADOS

1.Teste de atividade antimitética nos Ovos do Ourico do Mar

O ensaio avaliou o potencial antimit6tico dos flavondides (tabela 3). No grupo das
flavonas, a apigenina e a nepetina mostraram-se mais ativas com Clsy variando de 3,1 a
12.2 pg/mL enquanto que a corimbosina e a quercetina-3-O-glucoside, ndo apresentaram
atividade (Clsp >100 pg/mL). A ordem de poténcia desses compostos foi 5,7,’4-
trihidroxiflavona (apigenina, 39) = 5,7,3’,4’-tetrahidroxi-6-metoxiflavona (nepetina, 40) >
5,5’ 7-trihidroxi-3’,4’-dimetoxiflavona  (apometzgerina, 37) >  5,7-dihidroxi-4’-
metoxiflavona (acacetina, 38) > 5-hidroxi-7,3’,4’,5 -tetrametoxiflavona (letedocina, 36) >
5,7,3’ 4,-tetrahidroxiflavonol (quercetina, 41) > 5-hidroxi-7,3’,4’,5 tetrametoxi-flavona

(corimbosina, 35) = quercetina-3-O-glucoside (42).

Com relag@o ao outro grupo de flavondides, os pterocarpanos, todos apresentaram
atividade nesse ensaio. O composto 2,3,9-trimetoxipterocarpano (43) mostrou-se
extremamente ativo com Clsy variando de 0,004 a 0,003 ug/mL (tabela 3). A faseolidina
(47), por outro lado, foi menos ativa na primeira e terceira divisao, ja na bldstula a Cls, teve
um valor préximo aos outros pterocarpanos. A ordem de atividade para esse grupo na 1°
divisdo foi: 2,3,9- trimetoxipterocarpano (43) > 3-hidroxi-9-metoxipterocarpano (45) > 3,9-
dimetoxipterocarpano (44) > cabenegrina Al (49) > 3,4-dihidroxi-9-metoxipterocarpano
(46) = 3,10-dihidroxi-9- metoxipterocarpano (47) > cabenegrina A2 (50) > faseolidina (48)
e na blastula a ordem foi: 2,3,9 trimetoxipterocarpano (43) > 3-hidroxi-9-
metoxipterocarpano (45) > 3,9-dimetoxipterocarpano (44) > cabenegrina Al (49) > 3,4-
dihidroxi-9-metoxipterocarpano  (46) > faseolidina (48) =  3,10-dihidroxi-9-
metoxipterocarpano (47) = cabenegrina A2 (50). Os pterocarpanos foram mais ativos que
as flavonas. A figura 14, mostra o efeito do 2,3,9-trimetoxipterocarpano (43) nas fases de 1*

divisdo e blastula do desenvolvimento dos ovos do ouri¢o. Pode-se observar que a completa
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inibicdo das clivagens observada na primeira divisao evolui para ocorréncia de divisoes

andmalas na blastula.
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Tabela 3. Atividade antimitética dos flavonodides sobre o desenvolvimento dos ovos do

ourico-do-mar. Os dados s@o apresentados como valores de Clsp com um intervalo de

confian¢a de 95% para a primeira, terceira e bldstula obtidos por regressao nao-linear.

Substancias 1? divisao 3? Divisao Blastula
pug/mL (uM)  |pg/mL (M) | pg/mL (UM)
Doxorrubicina 6,3 (10,8) 0,3 (0,6) 0,54 (0,93)
4,3-9,1 0,16 -0,73 0,27 - 1,07
Corimbosina (35) >100 (279,1) | >100(279,1) | >100 (279,1)
Letedocina (36) >100 (290,4) 17,8 (51,7) 27,6 (80,2)
14,3-22,1 26,6-28,7
Apometzgerina (37) 21,5 (65,1) 9,1 (27,5) 10,0 (30,3)
16,7-27,6 8,2-10,2 8,9-11,2
Acacetina (38) >100 (370,0) 13,2 (48,8) 30,7 (113,6)
11,0-15,9 25,1-37,5
Apigenina (39) 11,0 (40,7) 3,9 (14,4) 3,8 (14,1)
3,8-32,2 1,3-11,3 1,1-13,5
Nepetina (40) 12,0(40,0) 3,1 (10,5) 3,8 (12,7)
9,0-16,1 2,1-4,8 2,7-5.4
Quercetina (41) 94,7 (330,0) | 54,3(189,2) | 44,2(153,9)
85,2-105,4 47,6-62.,0 25,1-77.9
Quercetina-3-0-glucoside (42) | >100,0 (230) | >100,0 (230) | >100,0 (230)
2,3,9 trimetoxipterocarpano 0,003 (0,009) | 0,004 (0,013) | 0,003 (0,010)
(43) 0,002-0,003 0,003-0,005 0,003-0,003
3,9-dimetoxipterocarpano (44) 0,12 (0,47) 0,05 (0,18) 0,04 (0,14)
0,10-0,15 0,04-0,06 0,02-0,06
3-hidroxi-9- 0,03 (0,13) 0,02 (0,06) 0,03 (0,13)
metoxipterocarpano (45) 0,03-0,04 0,01-0,02 0,028-0,04
3,4-dihidroxi-9- 3,17 (11,08) 2,1 (7,03) 0,44 (1,54)
metoxiprerocarpano (46) 2,99-3,36 1,57-2,98 0,33-0,57
3,10-dihidroxi-9- 2,16 (7,54) 1,98 (6,93) 2,01 (7,02)
metoxipterocarpano (47) 1,70-2,72 1,64-2,40 1,46-2,78
Faseolidina (48) 39,10 (120,0) 19,78 1,03
35,40-43,3 18,43-21,0 0,96-1,11
Cabnegrina A1 (49) 1,50 (4,00) 0,52 (1,40) 0,43 (1,10)
1,25-1,82 0,46-0,58 0,30-0,60
Cabnegrina A2 (50) 5,18 (13,90) 2,10 (5,70) 1,70(4,60)
3,64-7,30 1,83-2,56 1,39-2,11
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Figura - Microfotografias mostrando o efeito do pterocarpano 2,3,9-

trimetoxipterocarpano isolado da Platymiscium floribundum no desenvolvimento dos ovos
do ouri¢o-do-mar. A e C sdo controles na primeira divisdo e blastula, respectivamente; B

and D, foram tratados com 0,3 uM. Barra horizontal = 100 um.
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2. Ensaio de atividade citotéxica em células de linhagens tumorais - teste do MTT.

A atividade antiproliferativa dos flavondides foi avaliada pelo método do MTT e
estd representada na tabela 4. No grupo das flavonas, a apigenina (39) foi o composto mais
ativo com Clsy variando de 4,9 a 12,3 pg/mL, ja a corimbosina (35), a apometzgerina (37)
e a quercetina-3-O-glucoside (42) ndo apesentaram atividade (Clso > 25 pg/mL). A
quercetina (41) apresentou toxicidade seletiva para a linhagem B16 (Clsg de 8,54 ug/mL).
A ordem de poténcia desses compostos foi apigenina (39) > nepetina (40) > acacetina (38)
> letedocina (36) > quercetina (41) > apometzgerina (37) = corimbosina (35) = quercetina-

3-O-glucoside (42).

Os pterocarpanos em geral mostraram-se mais ativos que as flavonas, exceto a
faseolidina (48) que apresentou Clsyo> 25 pg/mL em todas as linhagens. O composto 2,3,9-
trimetoxipterocarpano (43) apresentou Clso muito baixas com valor menor que 1pug/mL em

todas as linhagens humanas, e igual a 2,7 ng/mL em B16.
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Tabela 4 -Atividade citotoxica de pterocarpanos em linhagens de células tumorais. Os

resultados sdo apresentados em valores de Clsp com um intervalo de confianca de 95%

obtido por regressao nao-linear para leucemia (HL-60 e CEM), carcinoma de mama (MCF-

7), carcinoma de c6lon (HCT-8) e melanoma murino (B16).

Substancias CEM HL-60 HCT-8 MCEF-7 B-16
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
(LM) M) (LM) M) (uM)
Doxorrubicina 0,02 (0,03) | 0,02 (0,03) | 0,04 (0,07) | 0,20 (0,34) | 0,03 (0,05)
0,01 -0,02| 0,01 -0,02 | 0,03-0,05 | 0,17-0,24 | 0,02 -0,04
Corimbosina (35) >25(69,8) | >25(69,8) | >25(69,8) | >25(69,8) | >25 (69,8)
Letedocina (36) 11,2 (32,4) | >25(72,6) | >25(72,4) | 12,5(36,3) | 22,2 (64,4)
7,0-17,7 9,5-16,5 |18,5-26,6
Apometzgerina (37) >25 (75,7) | >25(75,7) | >25(75,7) | >25(75,7) | >25 (75,7)
Acacetina (38) 7,5(27,8) | 21,2 (78,4) | 17,6 (65,1) | 8,9(32,9) | 9,9 (36,6)
43-130| 9,6-46,5 | 156-199 | 7,3-10,7 | 88-11,1
Apigenina (39) 5,8(21,5) | 9,2(34,0) | 12,3(45,5) | 6,0(22,2) | 4,9(18,2)
48-72 | 82-102 | 11,1 -142 | 55-6,6 43-5,6
Nepetina (40) 82(1274) | 64(214) 7,2(23,9) | 14,2(47,2) | 9,4 (31,3)
6,3-10,7 5,5-7,5 5,7-9,1 13,3-15,1 8,9-9,9
Quercetina (41) >25 (87,0) | >25(87,0) | >25(87,0) | >25(87,0) | 8,5(29,7)
5,9-14,4
Quercetina-3-O- >25(57,5) | >25(57,5) | >25(57,5) | >25(57,5) | >25(57,5)
glucosideo (42)
2,3,9- 0,6 (2,1) 0,1 (0,5) 0,6 (1,9) 0,7 (2,4) 2,9 (9,9)
trimetoxipterocarpano
43) 0,05-0,7 0,1-0,2 0,2-1,6 0,4-14 1,6-5,3
3,9- 10,4 (38,5) | 10,4 (38,5) | 14,9(55,4) | 19,5(72,1) | 7,1(26,3)
dimetoxipterocarpano
(44) 8,9-12,1 8,9-12,0 12,6-17,8 15,6-24,2 6,0-8,4
3-hidroxi-9- 5,5(19,2) | 3,9(13,7) 6,4 (22,5) | 18,8(65,2) | 5,2(18,4)
metoxipterocarpano
(45) 4,4-6,7 2,6-5,7 3,9-10,5 17,8-19,2 3,7-7,3
3,4-dihidroxi-9- 7,3(25,6) | 6,9(24,2) | 12,4(43,2) | 10,3(35,9) | 2,794)
metoxipterocarpano
(46) 6,8-7,8 4,4-10,8 9,7-15,8 8,1-13,1 1,9-3,7
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3,10-dihidroxi-9- 13,8 (48,3) | 204 (71,5) | >25(87.4) | >25(87.4) | 9,9 (34,5)
metoxipterocarpano | 12,0-159 | 17,2-24.4 4,9-19,7
(47)
Faseolidina (48) >25(77,0) | >25(77,0) | >25(77,0) | >25(77,0) | >25(77,0)
Cabnegrina AL@9) | 5 ¢ (56.0) | 16,2 (44,0) | 16,8 45,7) | 88(23.9) |13.6(36,9)
54778 | 44592 | 104270 | 69-112 | 96-194
Cabnegrina A2(50) | 555(67,1) | >25(67,1) | 10,8(29,0) | 20,7 (55,6) | 12.9(34,3)
9.-12,7 | 19,6218 | 6,7-24,7

3. Analise dos efeitos celulares em HL-60.

Visto que os pterocarpanos mostraram-se mais ativos tanto nos ovos do ourico
quanto nas células tumorais, esse grupo foi selecionado para os ensaios de identificagdo do
mecanismo de acdo em HL60. Sendo o composto 2,3,9-trimetoxipterocarpano (43), o
composto mais ativo dentre os testados, foram testados apenas os pterocarpanos nao

prenilados, na tentativa de entender a influéncia dos grupamentos sobre a atividade.

3.1. Ensaio de determinacao da viabilidade celular por exclusao do azul de Tripan.

Nesse ensaio, as células HL60 podem ser diferenciadas em vidveis (transparente) e
nao-vidveis (azul), o que permitiu quantificar a redugdo da viabilidade nas células tratadas,
mostrando uma diminui¢do do crescimento. O composto 2,3,9-trimetoxipterocarpano (43)
foi testado em concentracdes dez vezes menores que os outros compostos devido sua Clsg
em HL60 ser muito inferior as outras drogas. Este composto reduziu o no de células vidveis

em todas as concentragdes testadas (p < 0,05), sem no entanto, induzir morte celular.

Todos os demais pterocarpanos testados reduziram significativamente o ndmero de
células vidveis nas concentragdes testadas, inclusive na concentragdo mais baixa. Na
concentracdo de 12,5 pyg/mL, o pterocarpano 3-hidroxi-9-metoxipterocarpano (45) foi o
composto mais ativo com reducdo do ndmero de células em 72,1%, seguida por 3.4-
dihidroxi-9-metoxipterocarpano (46) 57%, 3,9-dimetoxipterocarpano (44) 52,5% e 3,10-

dihidroxi-9-metoxipterocarpano (47) 8,8%. A doxorrubicina foi testada como controle
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positivo na concentracdo de 0,3 pg/mL causando 50,8% de reduc¢do no numero de células
vidveis (Figura 15). J4 na maior concentracio testada, todos esses compostos levaram a um

aumento significativos de células nao-vidveis (P < 0,05).
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Figura 15 - Viabilidade por azul de tripan. Gréfico A: 2,3,9-trimetoxipterocarpano (43), B:
3,9-dimetoxipterocarpano (44), C: 3,4-dihidroxi-9-metoxipterocarpano (46), D: 3-hidroxi-
9-metoxipterocarpano (45), E: 3,10-dihidroxi-9-metoxipterocarpano (47). a e b, p < 0,05

com relagdo ao controle , ANOVA seguida de Student Newman Keuls.
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3.2. Inibi¢io da sintese do DNA - Incorporacao do BrDU

Esse ensaio foi utilizado para observar a sintese de DNA nas células tratadas e
controle. A incorpora¢gdao do BrDU, um anédlogo da timina, as células é compativel com a
sintese do DNA. Houve redu¢do na sintese de DNA nas células tratadas com todos os
pterocarpanos identificada pela redu¢do na incorporagdo do BrDU. O composto 2,3,9-
trimetoxipterocarpano (43) provocou 37, 38 e 56% de inibi¢do da sintese do DNA nas
concentracdes de 1,25; 2,5 e 5 pg/mL, respectivamente. O 3,9-dimetoxipterocarpano (44)
provocou 22, 26 e 56% de inibicdo nas concentragdes de 12,5; 25 e 50 pg/mL,
respectivamente. O 3-hidroxi-9-metoxipterocarpano (45) inibiu a proliferacdo em 46 e 80%
nas concentragcdes de 12,5 e 25 pyg/mL, respectivamente, e na concentragdo de 50 pyg/mL
nio foi possivel analisar devido a destruicio das células. O 3,4-dihidroxi-9-
metoxipterocarpano (46) provocou 64 e 82% de inibi¢do nas concentracdes de 5 e 12,5
Mg/mL, respectivamente, enquanto que o 3,10-dihidroxi-9-metoxipterocarpano (47) causou
25, 24 e 63% de inibi¢do nas concentragdes de 5, 12,5 e 25 pg/mL respectivamente. A
doxorrubicina foi testada como controle positivo na concentracdo de 0,3 pg/mL causando
inibicdo de 41% (tabela 5). O composto 2,3,9- trimetoxipterocarpano (43) (concentragao
1,25 pg/mL) causou efeito semelhante ao 3-hidroxi-9-metoxipterocarpano (45) numa
concentracdo 10 vezes maior(concentragao 12,5 pg/mL). Nesse ensaio, o composto 3,4-
dihidroxi-9-metoxipterocarpano (46) teve a mesma atividade que o composto 2,3.9-

trimetoxipterocarpano (43) na concentracao de 5 pg/mL (p > 0,05).
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Tabela 5. Inibicdo da incorporacdo de BrdU pelas células HL-60 tratadas e ndo tratadas.

24h de incubacdo. *, p< 0,05 quando comparado ao controle pelo teste .

Amostra Concentracdo | Incorporaciao | Tratado/Controle
de BrDU (%)
Mg/mL
Controle - 73
Doxorrubicina 0.3 43 * 0.59
2,3,9- trimetoxipterocarpano 1.2 46 * 0.63
43)
2.5 45 * 0.62
5 32 % 0.44
3,9- dimetoxipterocarpano (44) 12.5 57 * 0.78
25 54 * 0.74
50 49 * 0.67
3-hidroxi-9-metoxipterocarpano 12.5 40 * 0.54
(45)
25 15 * 0.20
50 n.d -
3,4-dihidroxi-9- 5 27 * 0.36
metoxipterocarpano (46
P arpano (46) 12.5 13 * 0.18
25 n.d. -
3,10-dihidroxi-9- 5 55 * 0.75
metoxipterocarpano (47
pterocarpano (47) 125 56 * 0.76
25 27 * 0.37
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3.3.Analise Morfolégica — Coloracao diferencial por H/E

55

As caracteristicas observadas para as células tratadas com cada uma das drogas

estdo relacionadas na tabela 6.

Tabela 6: Caracteristicas morfolégicas das células HL-60

Coloracao por H/E. 24h de incubagio.

tratadas e ndo tratadas.

Caracteristicas observadas

Droga

Concentragdo

Condensacdo da cromatina

2,3,9-trimetoxipterocarpano (43)

1,25;2,5; 5,0 pg/mL

Nicleo picnético

3,9-dimetoxipterocarpano (44)

50 pug/mL

Desestabiliza¢ao

membrana plasmatica

da

3,4-dihidroxi-9-
metoxipterocarpano (46)

3,10-dihidroxi-9-
metoxipterocarpano (47)

12,5; 25 e 50 pg/mL

12,5; 25 € 50 pg/mL

Vacuolizagdo do citoplasma

3,4-dihidroxi-9-
metoxipterocarpano (46)

3-hidroxi-9-metoxipterocarpano

(45)

3,9-dimetoxipterocarpano (44)

12,5 pug/mL

12,5 e 25 pg/mL

12,5 e 25 pg/mL

Volume celular reduzido

3-hidroxi-9-metoxipterocarpano

(45)

3,9-dimetoxipterocarpano (44)

25 e 50 pg/mL

50 pg/mL

Vactolos apoptoticos

2,3,9-trimetoxipterocarpano (43)

5 ug/mL
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3.4. Estudo sobre inducao de apoptose

3.4.1. Estudo da integridade da membrana celular por citometria de fluxo.

Nesse ensaio, as células tratadas e controle sdo incubados com iodeto de propideo,
que emite fluorescéncia e € capaz de se ligar ao DNA, desde que a membrana plasmatica da
célula esteja danificada permitindo a entrada desse composto para o citoplasma. Dessa
maneira somente as células com dano na membrana podem emitir fluorescéncia que €
detectada numa faixa de comprimento de onda de 560-580 nm. O composto 2,3,9-
trimetoxipterocarpano (43) foi testado em concentragdes dez vezes menores € 0 composto
3.,4-dihidroxi-9-metoxipterocarpano (46) nao foi testado na concentracdo de 50 pg/mL
devido a pequena quantidade de droga disponivel. O composto 3-hidroxi-9-
metoxipterocarpano (45) causou dano na membrana celular em todas as concentracdes
(figura 17), j4 o composto 2,3,9-trimetoxipterocarpano (43) ndo reduziu a viabilidade
celular, observada a partir da integridade de membrana. As células tratadas com 12,5
pg/mL dos compostos 3,9-dimetoxipterocarpano (44), 3,4-dihidroxi-9-metoxipterocarpano
(46) e 3-hidroxi-9-metoxipterocarpano (45) apresentaram 90,5%, 74,3% e 45% de
viabilidade, respectivamente, evidenciando a maior poténcia desse ultimo. Os resultados

estdo apresentados na figura 17.

Os dados do desvio da luz obtidos no citdmetro de fluxo apds a incidéncia do laser
sobre as células podem ser utilizados para detectar alteracdes na morfologia da célula.
Quando ndo ha perda da integridade da membrana, a reducdo no volume celular e a
condensacdo da cromatina sdo indicativos de células em apoptose inicial e tardia, o que
pode ser observado na figura 18, apos o tratamento com concentracdes crescentes de 2,3,9-

trimetoxipterocarpano (43).
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Figura 17 - Avaliacdo da integridade da membrana celular por citometria de fluxo. Dez mil
eventos foram avaliados em cada experimento. A: 2,3,9-trimetoxipterocarpano (43) ; B:
3,9-dimetoxipterocarpano (44); C: 3-hidroxi-9-metoxipterocarpano (45); D: 3,4-dihidroxi-
9-metoxipterocarpano (46); Os resultados foram mostrados como a média e o erro obtidos

de 4 a 6 experimentos. * p < 0,05, ANOVA seguida de Student Newman Keuls.
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Figura 18 - Avaliacdo da integridade da membrana celular por citometria de fluxo. Dez mil
eventos foram avaliados em cada experimento. A: controle; B: 2,3,9-trimetoxipterocarpano
(43) 5 ug/mL, C: 2,5 pug/mL; D: 1,25ug/mL. FSC: desvio da luz para frente; SSC: desvio
da luz para o lado. Quadrado réseo: células normais; Retangulo azul: células em apoptose

inicial; Retangulo preto: células em apoptose tardia.

60




61

3.4.2 Determinacao da fragmentacao do DNA por citometria de fluxo.

Nesse ensaio as células controle e tratadas sdo incubadas com uma solucdo
contendo triton X-100 e iodeto de propideo. O triton lisa a membrana celular das células e o
iodeto de propideo se liga no DNA. As células contendo nicleos integros emitem alta
fluorescéncia e as células com condensacdo da cromatina e DNA fragmentado emitem
baixa fluorescéncia. Todas as drogas induziram a fragmentacdo do DNA, inclusive na
menor concentracdo. O composto 2,3,9 trimetoxi-pterocarpano (43) mostrou-se mais
potente pois causou 49,5% de fragmentacdo do DNA na dose de 1,25 pg/mL, enquanto os
compostos 3,9-dimetoxipterocarpano (44), 3,4-dihidroxi-9-metoxipterocarpano (46) e 3-
hidroxi-9-metoxipterocarpano (45) apresentaram 37%, 44,2% e 46.2% de fragmentacao do
DNA, respectivamente, na dose de 12,5 ug/mL . Os resultados sdo apresentados na figura
19. O gréfico obtido no citometro de fluxo mostra a parada em G2/M nas células tratadas
com 2,3,9-trimetoxipterocarpano (43) em todas as concentragdes, bem como nas células

tratadas com 12,5 ug/mL de 3,9-dimetoxipterocarpano (44) (figura 20).
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Figura 19 - Fragmentagdo do DNA avaliada pela fluorescéncia nuclear usando iodeto de
propideo, triton X-100 e citrato detectado por citometria de fluxo. A: 2,3,9-
trimetoxipterocarpano  (43); B: 3,9-dimetoxipterocarpano (44); C: 3-hidroxi-9-
metoxipterocrpano (45); D: 3,4-dihidroxi-9-metoxipterocarpano (46). Os resultados foram
mostrados como a média e o erro obtidos de 4 a 6 experimentos. * P< 0,05 comparada ao

controle por ANOVA seguida de Student Newman Keuls.
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3.4.3. Determinacao do potencial transmembranico por citometria de fluxo.

Nesse ensaio as células foram incubadas com rodamina 123. As células que estdo
em apoptose apresentam dano na mitocondria, que pode ser detectado pela alteragao do
potencial transmembranico. Como a rodamina € um corante cationico e permedvel a
membrana celular que é rapidamente seqiiestrado pela mitocondria emitindo assim alta
fluorescéncia em células normais, alteragcdes no potencial transmembrinico levam ao
efluxo da rodamina de dentro da mitocondria, gerando eventos que emitem menor
fluorescéncia. O composto 2,3,9 trimetoxipterocarpano (43) mostrou-se mais potente pois
causou 38,6% de despolarizacio mitocondrial na dose de 1,25 pg/mL, enquanto os
compostos 3,9-dimetoxipterocarpano (44), 3,4-dihidroxi-9-metoxipterocarpano (46) e 3-

hidroxi-9-metoxipterocarpano (45) apresentaram 24,2%, 40,6% e 21% de despolarizacdo

mitocondrial, respectivamente, na dose de 12,5 wg/mL (figura 21).
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Figura 21 — Avaliacdo da despolarizacdo da mitocondria por citometria de fluxo. Dez mil

eventos foram avaliados em cada experimento. A: 2,3,9-trimetoxipterocarpano (43); B: 3,9-

dimetoxipterocarpano (44); C: 3-hidroxi-9-metoxipterocrpano (45); D: 3,4-dihidroxi-9-

metoxipterocarpano (46). Os resultados foram mostrados como a média e o erro obtidos de

4 a 6 experimentos. * p < 0,05, ANOVA seguida de Student Newman Keuls.
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DISCUSSAO

Os flavondides sao amplamente distribuidos nas plantas superiores e exibem
diversas atividades bioldgicas (Kim et al., 2002). O longo periodo de interacdo das plantas
produtoras de flavondides com vérias espécies animais deve ter contribuido na formacao da
ampla atividade bioquimica e farmacoldgica em mamiferos e em outros sistemas biolégicos
(Middleton et al., 2000). Como componentes da dieta s@o seguros e exibem toxicidade
muito baixa quando testado em animais (Middleton et al., 2000, Havsteen, 1983).

Os flavonodides parecem exercer efeito benéfico em vdrias etapas bioquimicas
envolvidas na patogénese do cancer (Marchard, 2002). De fato vérios trabalhos mostraram
a atividade antiproliferativa em células tumorais de flavondides in vitro (Sonoda et al.,
2004; Costa-Lotufo et al., 2003; Galvez et al. 2003).

Células de mamiferos em cultura sdo uma importante ferramenta para avaliar a
atividade citotéxica de compostos com atividade terapéutica (Pailard et al., 1999). O
Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos desenvolve um programa de screening
efetivo baseado num diverso painel de linhagens celulares tumorais. O screen utiliza 60
linhagens tumorais derivadas de nove tipos de cancer e organizadas em subpainéis
representados por cancer de células brancas, pulmao, cdlon, sistema nervoso central, pele,
ovéario, rim, préstata e mama. Inicialmente, um pré-sceen em trés linhagens seleciona os
compostos que irdo ser testados nas linhagens restantes. Foi constatado que as trés
linhagens sdo capazes de detectar mais de 95% dos compostos ativos nas 60 linhagens
(Cragg & Newman, 2000). Agentes que mostram atividade significativa nesse ensaio sao
selecionados para serem testados em vdrios ensaios in vivo (Cragg & Newman, 1999).

Outros modelos mais baratos podem ser utilizados para avaliar a atividade
citotéxica de drogas, como o desenvolvimento embriondrio dos ovos do ouri¢o. Segundo

Jacobs & Wilson (1986), esse modelo € util para detectar compostos citotoxicos,
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antineopldsicos e teratogénicos. Assim como células tumorais, os ovos dividem-se
rapidamente e apresentam uma sensibilidade seletiva a certos tipos de drogas (Munro et al.,
1987) além de uma série de peculiaridades no seu ciclo de desenvolvimento que o torna
bastante elucidativo no estudo de drogas com potencial antitumoral. De acordo com Munro
et al. (1987), compostos que inibem a mitose em ovos de ouricos devem ser, a seguir,
estudados em testes in vivo, pois os resultados com esse bioensaio sdo bastante confidveis.
A inibicdo da divis@o celular pode estar relacionada a varios eventos envolvidos nesse
processo, como sintese de dcidos nucléicos (DNA e RNA), sintese protéica e polimerizagao
de microtibulos. No bioensaio dos ovos de ourico do mar, esses processos podem, muitas
vezes, ser analisados individualmente (Fusetani, 1987).

O presente trabalho avaliou inicialmente a atividade antiproliferativa de 16
flavondides representados por 8 flavonas e 8 pterocarpanos isolados a partir de plantas do
nordeste brasileiro utilizando dois modelos animais in vitro: a atividade citotéxica em
células tumorais e a atividade antimitética nos ovos do ourigo.

A atividade citotoxica nas células tumorais foi avaliada pelo método do MTT. No
grupo das flavonas, a apigenina (39) mostrou-se mais ativa seguida pela nepetina (40) e
acacetina (38). Com esse resultado pode-se observar que a hidroxila no lugar da metoxila,
em C4’ melhora a atividade citotdxica, ja que essa € a unica diferenca entre a apigenina
(39) e a acacetina (38). Estudos anteriores demonstraram que a quercetina (41), a luteolina
(15) e apigenina (39) foram mais potentes na reducao da viabilidade celular (Clsp ~ 10 uM)
que os compostos 3,5,7-trihidroxiflavona (galangina) e 5,7-dihidroxiflavona (crisina), Clso
> 20 uM, que ndo apresentam hidroxila em C3’e C4’ (Cipék et al., 2003), corroborando os
dados obtidos no presente trabalho.

No estudo da atividade citotoxica de flavonas isoladas da Lethedon tannaensis,
Zahir et al. (1996) mostraram que os compostos que apresentaram uma hidroxila em C4’
também foram mais ativos nas células do carcinoma nasofaringeo. Dentre 0os compostos
testados, as flavonas 5,4’-dihidroxi-7,3’,5’-trimetoxiflavona (Clsy de 7,7 pg/mL), 5,4’-di-
hidroxi-7,3’-dimetoxiflavona (Clso de 1,5 pg/mL) e 5,4’-dihidroxi-7-metoxiflavona (Cls,
de 8,7 ug/mL) apresentaram Clsy menor que os compostos com a mesma estrutura quimica,
mas que apresentam uma metoxila no lugar da hidroxila em C4’: 5-hidroxi-7,3’,4’,5’—

tetrametoxiflavona (Clsy de 19.4 ug/mL), 5-hidroxi-7,3’,4’- trimetoxiflavona (Clsy de 19,4
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pg/mL) e 5-OH-7,4’-dimetoxiflavona (Clsp de 16,4 pug/mL), respectivamente. Por outro
lado nos derivados 3-metoxi-flavonas, os compostos que tinham substituintes 3’-hidroxil-
4’-metoxil foram muito mais citotéxicos do que os compostos que apresentavam 3’-
metoxil-4’-hidroxil (Beutler et al., 1998).

Uma hidroxila no lugar da metoxila na posicdo C5’ também aumenta a atividade
citotoxica das flavonas, pois a letedocina (36) é mais ativa que a corimbosina (35). A
atividade citotéxica da quercetina (41) (Clsop 60 uM) testata por Beutler et al. (1998), foi
inferior a flavona 3,5,7,3’,4’,5’-hexa-hidroxiflavona (Clsp 36 uM) reforcando os resultados
acima citados.

De acordo com vdrios autores, a presenca da metoxila em C3 aumenta a
citotoxicidade dos flavonéides (Beutler ef al.,1996; Middleton et al., 2000; Costa-Lotufo et
al., 2003). Costa-Lotufo et al. (2003) descreveu a citotoxicidade do caempferol (23) e de
seu derivado 3-metoxil, isocaempferideo (22), usando os mesmos ensaios deste trabalho,
mostrando que o isocaempferideo (22) era pelo menos trés vezes mais ativo que o
caempferol (23) nas linhagens tumorais. Os dados obtidos neste trabalho reforcam a
importancia do substituinte 3-metoxil para a atividade citotéxica nas células tumorais, ja
que a apigenina (39), que ndo possui substituintes em C3, foi menos ativa que o
isocaempferideo (22) (Valores de Clsy variando de 2,6 a 5,5 ug/mL para o isocaempferideo
e de 4,9 a 12,3 pug/mL para a apigenina). Por esses dados também € possivel observar que a
hidroxila em C3 reduz a atividade citotéxica pois a apigenina € mais ativa que o caempferol
(23) cuja Clsop varia de 13,4 a 22.7 ug/mL. De acordo com Wang et al. (1999), a
citotoxicidade dos flavondides estd correlacionada com a capacidade de induzir apoptose, a
poténcia desses compostos € dependente da falta do grupo hidroxila em C3.

A presencga do agucar no C3 acabou com a atividade citotéxica em melanoma da
quercetina (41). Lin er al. (2001) estudaram a atividade citotoxica da 5,7,4’,5 -tetra-
hidroxiflavona (luteolina, 15) e da luteolina 5-O-<-glucosideo em hepatoma humano
mostrando que a luteolina (15) reduziu em 41% a viabilidade celular enquando sua forma
glicosilada reduziu apenas 10% a viabilidade celular. Em geral, flavonéiodes com grupos
hidroxila glicosilado (por exemplo, rutina e naringenina) ndo possuem um efeito
antiproliferativo eficiente nas células de cancer do célon, no caso da rutina, a falta de efeito

nao foi devido a impermeabilidade a membrana, ja que a rutina foi detectada dentro da
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célula (Kuo 1996). Segundo Matsuda et al. (2003), os flavondides glicosilados eram menos
ativos que as agliconas correspondentes com relagdo a inibi¢do da produg¢do de NO em
macréfagos peritoneais de camundongos. Por outro lado, um flavondide glicosilado,
5,7,3°.4’,5’ -penta-hidroxi-3-O-neohesperidosideoflavona, isolado da Physalis angulata,
apresentou potente atividade citotoxica in vitro contra P-338, KB e adenocarcinoma de
pulmao (Clsg variando de 0,0048-0,55) (Ismail & Alam 2001).

A letedocina (36) foi mais ativa que a apometzgerina (37) caracterizando a metoxila
em C7 como um grupamento que melhora a atividade citotoxica. A atividade citotoxica da
quercetina (41) (Clsp de 60 uM) testata por Beutler et al. (1998), foi inferior a seu derivado
7-metoxil, 3,5,3’,4’-tetra-hidroxi-7-metoxi-flavona (Clsp de 8,9 puM) reforcando os
resultados acima citados.

No ensaio da atividade antimitética dos ovos do ourigo-do-mar, a apigenina (39) e a
nepetina (40) foram os compostos mais ativos, confirmando os resultados do MTT. J4 a
apometzgerina (37) apresentou atividade no ourico, sendo mais potente que a acacetina (38)
e letedococina (36), diferenciando-se da atividade citotoxica em células tumorais. A
quercetina (41) foi fracamente ativa, a quercetina-3-O-glucosodeo (42) e corimbosina (35)
foram inativas. Alguns aspectos estruturais que influenciam na atividade do MTT também
podem ser observadas neste modelo: a hidroxila em C5’ e C4’ melhora a atividade e o
acucar em C3 acaba com a atividade. Por outro lado, a hidroxila em C7 melhora a atividade
no lugar da metoxila, o inverso do que foi observado no MTT.

Na classe dos pterocarpanos, o composto 2,3,9-trimetoxipterocarpano (43) foi o
composto mais ativo, tanto na atividade antimitdtica nos ovos do ourico quanto na
atividade citotoxica em células tumorais, este resultado mostra que a metoxila em C2
potencializa ambas agdes, pois 0 composto 3,9-dimetoxipterocarpano (44) apresentou Cls
mais de dez vezes superior. Ao comparar os resultados da homopterocarpina (44) com a
medicarpina (45) € possivel observar que a hidroxila em C3 no lugar da metoxila aumentou
a atividade nos modelos testados. Engler et al. (1993) estudaram a atividade anti-HIV de
pterocarpanos e concluiu que compostos que apresentavam uma metoxila em C3, exibiam
uma maior atividade, porém nesse trabalho ndo foi testado um pterocarpano com hidroxila
em C3, no lugar da metoxila. Em Chaudhuri et al. (1995), a metoxila no lugar da hidroxila

no C3 do nicleo fundamental do pterocarpano também reduziu a atividade citotoxica na
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linhagem KB. A hidroxila no C10 e no C4 reduziu a atividade do composto 3-hidroxi-9-
metoxipetocarpano (45), dessa maneira, a metoxila livre no carbono nove, bem como a
hidroxila livre no C3 confere uma maior atividade em ambos 0s ensaios.

De acordo com Jacobs et al. (1981), se uma substancia promove 100% de inibicao
no ensaio de atividade antimitética nos ovos do ourico numa concentra¢do de 16 pg/mL ou
menos, pode ser considerada uma substancia muito ativa e promissora como agente anti-
cancer. E vilido mencionar que os pterocarpanos testados inibiram completamente o
desenvolvimento do ourico em concentragdes menores que 10 pg/mL, com excecdo da
faseolidina (48) que apresentou esse resultado somente na blastula, o ultimo estigio do
desenvolvimento analisado. Esse resultado foi compativel com a atividade citotéxica nas
células tumorais, pois, a exce¢ao da faseolidina (48) que ja mostrou ser menos ativa, todos
0s outros pterocarpanos apresentaram atividade nesse ensaio. Porém de acordo com o
Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos, uma substancia considerada ativa para
ser ensaiada em modelos in vivo, deve possuir uma Clsy menor que 1 pg/mL, resultado que
foi obtido apenas para o composto 2,3,9-trimetoxipterocarpano (43).

Como o grupo dos pterocarpanos mostrou-se mais ativo em ambos 0s ensaios e
apresentou um composto com bons resultados, esse grupo foi selecionado para ensaios de
determina¢do do mecanismo de acdo, utilizando a linhagem HL-60 como modelo.

Modelos celulares sdo ferramentas tteis e necessdrias para observar a toxicidade de
um composto, traduzida, inicialmente, pela sua capacidade de induzir a morte celular, e a
linhagem HL-60 estd entre os modelos celulares de origem mieldide mais amplamente
utilizados (Collins et al., 1977; Gallagher et al., 1979; Collins, 1987). 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). Neutréfilos promielociticos com proeminente assincronia na relacao
nucleo/citoplasma sdao predominantes nessa cultura, sendo que cerca de 10% das células
cultivadas diferenciam-se espontaneamente para o estdgio monocitico. Exibem atividade
fagocitaria e quimiotatica, além de serem capazes de formar colonias em meio de cultura
semi-solido.

Os experimentos realizados com as células HL-60 foram: andlise da viabilidade

celular por exclusdo de azul de tripan, sintese de DNA por incorporagdo do BrDU, andlise
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morfolégica por coloracdo em hematoxicilina/eosina e inducao de apoptose por viabilidade
celular, fragmentacdo do DNA e alteracdo no potencial trasmembranico da mitocOndria.

A exclusdo por azul de tripan € util para analisar viabilidade e proliferacao celular.
O composto 2,3,9-trimetoxipterocarpano (43) diminuiu o nimero de células vidveis, sem
aumentar o nimero de células invidveis, possivelmente seu efeito consiste no bloqueio da
divisdo celular. O composto 3,9-dimetoxipterocarpano (44) mostrou 0 mesmo padrdo acima
citado nas concentracdes de 12,5 e 25 pg/mL, ja na concentracdo de 50 pg/mL causou
aumento no nimero de células invidveis indicando uma acdo imediata sobre a célula. Os
pterocarpanos 3-hidroxi-9-metoxipterocarpano (45) e 3,4-dihidroxi-9-metoxipterocarpano
(46) mostraram reducao do nimero de células vidveis e aumento do nimero de célula nao
vidveis em todas as concentra¢des sendo o primeiro mais potente, resultado que novamente
indica uma diminuicdo da atividade quando existe a presenca da hidroxila em C4. O
composto 3,10-dihidroxi-9-metoxipterocarpano (47) foi ativo somente nas maiores
concentracdes, confirmando sua menor poténcia.

O ensaio da incorporag¢do do BrDU fornece informacao sobre a sintese de DNA. As
células que estdo duplicando o seu DNA para se dividir incorporam o BrDU, um andlogo
da timina, que é identificado por técnicas imuno-histoquimicas. Como as células HL-60
duplicam seu nimero num periodo de 24h, a incorporacao do BrDU ¢ facilmente observada
nesse modelo. As céluas que ndo estdo proliferando, nao incorporam o BrDU.

Nesse ensaio todas as drogas testadas diminuiram a sintese de DNA nas
concentracdes testadas, resultando em menor numero de divisdo celular, o que
complementa o MTT e a exclusio por azul de tripan. O composto 2,3,9-
trimetoxipteroarpano (43) inibiu a sintese de DNA na mesma propor¢cao que o composto
3,4-dihidroxi-9-metoxipterocarpano (46) na concentracio de 5 pg/mL, de fato esse
composto foi bastante ativo nesse ensaio causando 82% de inibicdo na concentracdo de
12,5 ug/mL. A medicarpina (45) causou 80% de inibicdo na concentracdo de 25 pg/mL
sendo mais potente que a homopterocarpina (44) e o composto 3,10-dihidroxi-
9detoxipterocarpano (47), resultado que confirma a ordem de poténcia para esses trés
compostos na viabilidade celular por exclusao de azul de tripan.

A coloracdo por H/E permite analisar as caracteristicas morfoldgicas da célula,

sendo 1til para sugerir um mecanismo de acdo da droga, seja por necrose ou apoptose.
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Apoptose € uma forma de morte celular de fundamental importancia em varios
sistemas bioldgicos, desempenha um papel essencial no desenvolvimento dos tecidos e
6rgios, na regulacio da resposta imune e na eliminacio de células senecentes. E
identificada por uma série de alteracdes morfoldgicas na célula: diminuicdo do volume
celular, perda de contato, condensacdo da cromatina, fragmentagdo do DNA e altera¢dao no
potencial transmembranico da mitocOondria. A apoptose pode ser induzida por agentes
quimicos ou fisicos. Drogas que induzem morte celular por apoptose em linhagens de
células tumorais podem ser udteis na quimioterapia (Zamai et al. 2001; Brady 2004). A
necrose ocorre por uma acao rapida da droga na célula e é caracterizada pelo aumento do
volume celular inicial e perda da integridadde da membrana plasmatica (Darzynkiewicz Z
et al., 1992).

O composto 2,3,9-trimetoxipterocarpano (43) causou condensagdo da cromatina e
formacdo de vacuolos apoptéticos, caracteristicas que indicam apoptose. J4 os compostos
3,4-dihidroxi-9-metoxipterocarpano (46) e 3,10-dihidroxi-9-metoxipterocarpano (47)
causaram alteragdes na membrana plasmatica com formacdo de contornos irregulares, bem
como vacuolos no citoplasma, possivelmente por acimulo de liquido, sugerindo morte por
necrose. O 3-hidroxi-9-metoxipterocarpano (45) e o 3,9-dimetoxipterocarpano (44)
induziram formacao de vacuolos, reducdo do volume celular, condensa¢cdo da cromatina e
fragmentacao do nicleo, morfologia consistente com apoptose nas concentragdes de 12,5 e
25 pg/mL, e na maior concentracdo causaram destruicao total das células.

Com base nesses resultados os estudos para detectar apoptose foram realizados
utilizando o citometro de fluxo. A citometria de fluxo € um método rapido e preciso para
acessar a poténcia e a especificidade do ciclo celular das drogas anti-cancer. Um grande
nimero de métodos em citometria de fluxo identifica as células apoptdticas ao analisar
mudancas morfolégicas, bioquimicas e moleculares que ocorrem durante a apoptose. A
viabilidade de milhares de células pode ser rapidamente analisada, quantificando a
fluorescéncia basal da célula e a andlise do ciclo celular pode ser feita usando agentes como
o iodeto de propideo que emite fluorescéncia ao intercalar com o DNA. Mudangas na
morfologia das células apoptéticas como a redug¢do do volume celular e condensacdo da
cromatina sdo detectadas pelo desvio da luz incidida sobre a célula para frente e para o

lado. A diminui¢ao do potencial transmembranico da mitocondria é medido com varios
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fluorocromos da familia da rodamina ou carbocianina (Ramanathan 1997, Darzynkiewicz
& Bedner 2000).

A viabilidade celular por integridade da membrana plasmatica pode ser avaliada por
incorporagdo do iodeto de propideo. Esse corante é muito hidrossolivel e ndo atravessa a
membrana intacta, porém penetra na célula com dano na membrana celular, se ligando ao
DNA e emitindo fluorescéncia. O composto 2,3,9-trimetoxipterocarpano (43) nao causou
dano na membrana celular, resultado que também foi observado na coloragdo por H/E.
Devido a manutencdo da viabilidade nas células tratadas com 2,3,9-trimetoxipterocarpano
(43), o desvio da luz incidida sobre a célula foi avaliado pelo citometro. A reducdo no
volume celular resulta numa diminuicao da luz desviada para frente (FSC) e a condensagdao
da cromatina causa um aumento transitdrio do desvio da luz para o lado (SSC), seguido por
uma reducdo da SSC nos estdgios finais da apoptose. A andlise da figura 18 mostrou que
houve um aumento das células em apoptose inicial e também em apoptose tardia. O
composto 3-hidroxi-9-metoxipterocarpano (45) reduziu a viabilidade celular por dano na
membrana em todas as concentragdes testadas, bem como o composto 3,4-dihidroxi-9
metoxipterocarpano (46) nas concentragdes de 12,5 e 25ug/mL. com uma menor
intensidade comparada a medicarpina (45). As células tratadas com a concentracdo de 5
pg/mL de 3,4-dihidroxi-9-metoxipterocarpano (46) continuaram vidveis. Vale ressaltar que
esse composto nao foi testado na concentracdo de 50 pg/mL devido a pequena quantidade
de droga disponivel. Ao analisar os resultados obtidos nas concentracdes de 12,5 e 25
pg/mL  dos  compostos  3-hidroxi-9-metoxipterocarpano  (45),  3,4-dihidroxi-9-
metoxipterocarpano (46) e 3,9-dimetoxipterocarpano (44) percebe-se que o primeiro causou
mais dano na membrana que os dois compostos. Possivelmente essas drogas estdao
causando necrose, pois além da perda da integridade da membrana detectada pela
citometria, o resultado obtido no teste de viabilidade celular por exclusdo do azul de tripan
no qual as células em apoptose mantém um sistema de transporte na membrana vidvel e nao
coram, ao contrario do que € visto na necrose, mostrou que os compostos 3-hidroxi-9-
metoxipterocarpano (45), 3,4-dihidroxi-9-metoxipterocarpano (46) aumentaram o nimero
de células invidveis ou mortas, j4 o composto 3,9-dimetoxipterocarpano (44) induziu
aumento no numero de células invidveis somente na maior concentracao.O ensaio com

tripan ndo € tdo sensivel quanto o citdmetro para detectar perda da viabilidade celular.
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O desvio da luz incidida sobre as células ndo foi utilizado para andlise dos
compostos que induziram perda da integridade da membrana celular, pois ndo € possivel
diferenciar as alteracdes ocorridas no desvio da luz das células em apoptose ou necrose
(Shapiro, 1995).

Um achado caracteristico da apoptose € a quebra da cromatina em pequenos
fragmentos. O DNA ¢é clivado por endonucleases que fragmentam a cromatina em unidades
nucleossdmicas, oligbmeros de aproximadamente 180 pares de