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ESTUDO DAS PROPRIEDADES ANTICANCER DA PIPLARTINA. Daniel Pereira
Bezerra. Orientadora: Leticia Veras Costa-Lotufo. Tese de Doutorado. Programa de
Po6s-Graduagcdo em Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia,
UFC, 2008.

A piplartina € um alcaléide/amida conhecido encontrado em espécies do género
Piper com propriedade citotdxica interessante. Para avaliar o seu potencial
antineoplasico, um estudo farmacolégico de suas propriedades anticancer foi
realizado em varios modelos biolégicos. A piplartina apresentou potente atividade
citotoxica em todas as linhagens tumorais testadas. Por comparagdo da
citotoxicidade de moléculas com estruturas relacionadas com a piplartina, foi
identificado que a presenga da carbonila a,B-insaturada do anel amidico é essencial
para a sua atividade citotoxica. Em células mononucleares de sangue periférico de
doadores saudaveis expostas a piplartina, foi observada apenas fraca atividade
citotdoxica. Adicionalmente, a piplartina induziu apoptose em células leucémicas HL-
60, com participacdo da via intrinseca, de maneira dependente da concentracgao,
como observado pelo padrdo de morfologia celular, integridade da membrana
citoplasmatica, alteragdo no potencial transmembrénico da mitocondria e aumento
da fragmentacao do DNA. Na analise do ciclo celular, foi observado bloqueio na fase
G.. A piplartina foi capaz de induzir dano ao DNA em células V79, como observado
pelo ensaio do cometa alcalino e neutro. Seu mecanismo de agédo genotoxico parece
ser semelhante ao da sua atividade citotéxica. Nao foi observada atividade
mutagénica, com ou sem ativagdo metabdlica (S9), nas linhagens de Salmonella
(modelo procariotico) testadas. Por outro lado, a piplartina foi mutagénica e
recombinogénica em linhagens de Saccharomyces cerevisiae (modelo eucariético).
Isto pode ser explicado pela diferenga fisiologica entre a enzima topoisomerase |l de
eucariobticos e procaridticos, refletindo uma possivel interferéncia da piplartina sobre
a atividade desta enzima. No ensaio do micronucleo in vivo, a piplartina induziu
aumento da frequéncia de micronucleo na maior dose testada (100 mg/kg).
Entretanto, ndo alterou a proporgao de eritrocitos policromaticos/normocromaticos.
Em estudo farmacocinético, um método bioanalitico por LC-MS/MS foi desenvolvido
e validado para a quantificacdo da piplartina em plasma de ratos. O método
apresentou-se linear, sensivel, preciso e exato. No estudo de disposicao cinética, a
piplartina apresentou um perfl de absorgcdo tipico de um modelo
monocompartimentado. Adicionalmente, os niveis plasmaticos sdo compativeis com
o valor obtido na citotoxicidade in vitro o que nos leva a propor que a atividade
anticancer da piplartina deve-se as suas propriedades citotoxica direto. No ensaio de
atividade antitumoral, a combinacédo da piplartina com o 5-fluourouracil levou a um
aumento da inibicdo do crescimento in vitro e in vivo. Além disso, analises
hematoldgicas mostraram leucopenia apos tratamento dos animais com o 5-
fluourouracil, o qual foi revertido pela combinagdo com a piplartina. Esses dados
sugerem que a piplartina apresenta um potencial anticancer promissor.

Palavras chave: Ensaios de Sele¢cdao de Medicamentos Antitumorais, Alcaldides,
Amidas, Testes de Mutagenicidade, Antineoplasicos.
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STUDY OF ANTICANCER PROPERTIES OF PIPLARTINE. Daniel Pereira Bezerra.
Advisor: Leticia Veras Costa-Lotufo. Doctorate Thesis. Postgraduate Program on
Pharmacology. Department of Physiology and Pharmacology, Federal University of
Ceara, UFC, 2008.

Piplartine is a known alkaloid/amide from Piper species with interesting cytotoxic
properties. In order to understand the antineoplasic potential of piplartine, a
pharmacological study was performed in several biological models. Piplartine
displayed potent cytotoxicity against all cancer cell lines. By comparing the
cytotoxicity of selected molecules that differ in structural elements, it was identified
that the presence of the a,B-unsaturated carbonyl moiety of the amide ring is an
important structural requirement for cytotoxic activity. In healthy peripheral blood
mononuclear cells exposed to piplartine, it was observed only weak cytotoxic activity.
Moreover, piplartine treatment induced apoptosis in HL-60 cells, by the intrinsic
pathway, in a dose-dependent manner, as observed by morphology and
cytoplasmatic membrane integrate changes, alteration in mitochondrial membrane
potential and an increase in internucleosomal DNA fragmentation. In the cell cycle
analysis, piplartine induced G, cell cycle arrest. Piplartine treatment induced DNA
strand breaks in V79 cells, as detected by neutral and alkaline comet assay. Its
genotoxic mechanism of action seems to be similar to its cytotoxic activity. No
mutagenic effect, with or without metabolic activation (S9 mix), in Salmonella strains
(prokaryotic model) was observed under experimental conditions. On the other hand,
piplartine was mutagenic and recombinogenic in Saccharomyces cerevisiae assays
(eukaryotic model). This can be explained due to the differences in physiological
between eukaryote and prokaryote DNA topoisomerase |Il, reflecting a possible
interference of piplartine upon this enzyme activity. In vivo micronucleus test,
piplartine increased in the levels of micronuclei in the highest dose tested (100
mg/kg). Nevertheless, no bone marrow cytotoxicity was found after piplartine-treated
animals as observed by the polychromatic/normochromatic erythrocyte ratio. In
pharmacokinetic study, a LC-MS/MS bioanalytical method for the determination of
piplartine in rat plasma was established. The method developed shows great linearity
and low quantification limit; precision and accuracy were within the acceptable
ranges for bioanalytical purposes. In the concentration—time profiles, piplartine
showed absorption kinetic of a monocompartimental model. Additionally, the plasma
levels are compatible with the in vitro cytotoxicity which leads us to propose that the
anticancer activity of piplartine is due to its direct cytotoxic properties. In antitumor
assay, the combination of piplartine with 5-fluourouracil led to an in vitro and in vivo
increasing of the tumor growth inhibition. In addition, hematological analysis showed
leukopenia after 5-fluourouracil treatment, which was reversed by the combined use
of piplartine. These data suggest that piplartine has promising anticancer potential.

Key words: Antitumor Drug Screening Assays, Alkaloids, Amides, Mutagenicity
tests, Antineoplasics.
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1. Introducéo

1.1. Cancer

O cancer é uma das doencgas que mais causam temor na sociedade, por ter
se tornado um estigma de mortalidade e dor. Na verdade, a palavra cancer € o
termo comum para todos os tumores malignos. Apesar da origem desta palavra ser
relativamente incerta, provavelmente deriva do termo cancer, que em latim, significa
caranguejo. Presumivelmente, a origem da palavra cancer para a doenga deve a

ramificacado, que se assemelha a morfologia do carangueijo (KUMMAR et al., 2004).

As células do cancer possuem defeitos nos mecanismos que governam a
proliferagdo normal. Entre as caracteristicas do tumor maligno estdo a auto
sufuciéncia da sinalizagao de fatores de crescimento, insensibilidade a inibidores do
crescimento, inibicdo da morte celular programada (apoptose), potencial replicativo
ilimitado, angiogénese, poder de invasdo e capacidade de metastastizar-se
(HANAHAN & WEINGER, 2000). O cancer é caracterizado por um desvio nos
mecanismos de controle que dirigem a proliferagdo e a diferenciagao das células.
Essas células proliferam excessivamente e formam tumores locais que podem
comprimir ou invadir estruturas adjacentes normais (KATZUNG, 2003). As células
que sofrem transformacdo neoplasicas geralmente expressam antigenos de
superficie celular que parecem ser do tipo fetal normal (WERNERT et al., 1991;
APTSIAURI et al., 2007). Além disso, apresentam outros sinais de indiferenciagcao
aparente e podem exibir anormalidades cromossdmicas estruturais e numéricas,
incluindo diversas translocagbes e o0 aparecimento de sequéncias génicas
amplificadas (RABBITTS et al.,, 2001; RABBITTS, 2001).

Existe uma pequena subpopulagdo de células no interior do tumor, que
podem ser descritas como células-tronco tumorais. Essas células retém a
capacidade de sofrer ciclos repetidos de proliferagdo, podendo migrar para locais
distantes no corpo, a fim de colonizar varios 6rgaos através do processo
denominado metastase. Essa progressdao neoplasica € acompanhada de
anormalidades quantitativas em diversas vias metabdlicas e componentes celulares
(CROKER & ALLAN, 2008).
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O processo de carcinogénese, ou seja, de formagao do cancer, em geral da-
se lentamente, podendo levar varios anos para que uma célula cancerosa origine um
tumor detectavel. Esse processo passa por varios estagios antes de chegar ao
tumor: estagio de iniciacdo, estagio de promocgdo e estagio de progressao
(SPANDIDOS, 1985; CHABNER & LONGO, 1996; SPENCE & JONHSTON, 2001;
KUMMAR et al., 2004; SPANDIDOS, 2007).

O estagio de iniciagdo € o primeiro estagio da carcinogénese. Nele as células
sofrem o efeito de um agente carcinogénico (agente oncoiniciador) que provoca
modificagdes em alguns de seus genes. Nesta fase as células encontram-se
geneticamente alteradas, porém ainda nao € possivel se detectar um tumor
clinicamente. Exemplos de substancias quimicas carcindgenas: sulfato de dimetila,
metilnitrossuréia, cloreto de vinila, aflatoxinas, dimetilnitrosamina e benzopireno
(CHABNER & LONGO, 1996; SPENCE & JONHSTON, 2001; KUMMAR et al., 2004;
JUNG et al., 2006).

No estagio de promogao, as células geneticamente alteradas sofrem o efeito
dos agentes cancerigenos classificados como oncopromotores. A célula iniciada é
transformada em célula maligna, de forma lenta e gradual. Para que ocorra essa
transformacdo, € necessario um longo e continuado contato com o agente
cancerigeno promotor. A suspensdo do contato muitas vezes interrompe o processo
nesse estagio (SPENCE & JONHSTON, 2001; KUMMAR et al., 2004).

O estagio de progressao € o terceiro e ultimo estagio e caracteriza-se pela
multiplicagcdo descontrolada, sendo um processo irreversivel. O cancer ja esta
instalado, evoluindo até o surgimento das primeiras manifestagdes clinicas da
doenga. Os fatores que promovem a iniciagdo ou progressido da carcinogénese sao
chamados de carcinégenos. O fumo, por exemplo, € um agente carcindégeno
completo, pois possui componentes que atuam nos trés estagios da carcinogénese
(SPENCE & JONHSTON, 2001; KUMMAR et al., 2004; JUNG et al., 2006;
SPANDIDOS, 2007).

O céancer é classificado de acordo com o tipo de célula normal que o originou,
e nao de acordo com os tecidos para os quais se espalhou. Isso é o que pode se
chamar de classificagdo primaria (KATZUNG, 2003; KUMMAR et al., 2004).
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Os processos invasivos e metastaticos, bem como a série de anormalidades
metabdlicas decorrentes do cancer, provocam doenca e morte eventual do paciente,
a nao ser que a neoplasia possa ser erradicada com o tratamento (KATZUNG, 2003;
INCA, 2007).

Existem trés tipos principais de tratamento para o cancer: cirurgia,
radioterapia e quimioterapia (KATZUNG, 2003). Mais recentemente tem-se usado a
terapia de fotorradiacdo (KUSUZAKI et al., 2007) e a imunoterapia (HERR &
MORALES, 2008), sendo que o objetivo de cada um destes tratamentos € erradicar
o cancer, normalmente por meio da terapia combinada, onde é associado mais que

um tipo de tratamento.

A técnica cirurgica leva a remogao de tumores com eficacia, se ndo houver
metastase; no caso da leucemia, por exemplo, costuma ser necessario o uso de
outros tipos de terapia, como o transplante de medula. A radioterapia é usada
comumente em conjunto com a cirurgia, com incremento da eficiéncia do tratamento.
Mesmo isoladamente, a radioterapia pode diminuir tumores grandes, diminuir a
recorréncia e a chance de metastase, sendo uma abordagem antineoplasica muito
usada; entretanto, mesmo que sejam usados os sensitizadores (que diminuem o0s
efeitos colaterais) o tratamento por radiacdo € sujeito a severas limitagdes
(KATZUNG, 2003; KUMMAR et al., 2004; RUSTHOVEN et al., 2008; SOREIDE et
al., 2008).

O objetivo primario da quimioterapia € destruir as células neoplasicas,
preservando as normais. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterapicos atua de
forma nao-especifica, lesando tanto células malignas quanto normais,
particularmente as células de rapido crescimento, como as gastrointestinais,
capilares e as do sistema imunoldgico. Isto explica a maior parte dos efeitos
colaterais da quimioterapia: nauseas, perda de cabelo e susceptibilidade maior as
infecgdes. Porém, o corpo recupera-se destes inconvenientes apds o tratamento, e o
uso clinico desses farmacos exige que os beneficios sejam confrontados com a
toxicidade, na procura de um indice terapéutico favoravel. Um fator importante para
0 éxito da quimioterapia € a precocidade no diagndstico do tumor (KATZUNG, 2003;
KUMMAR et al., 2004).
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Ha mais de trés décadas, estdo sendo envidados esfor¢os no sentido de
desenvolver farmacos para tratamento do céncer por triagem empirica e
planejamento racional de novos compostos. Recentemente, foram desenvolvidas
varias classes de farmacos que incluem agentes indutores da diferenciagcéo
(DRUMEA et al., 2008). Estes agentes destinam-se a forgar as células neoplasicas,
depois de um bloqueio de maturagéo, a formar células de estagios finais, com pouca
ou nenhuma potencialidade proliferativa. Agentes antimetastaticos (PEREZ &
DANISHEFSKY, 2007), destinados a comprometer as propriedades de superficie
das células malignas alterando, assim, seu potencial invasivo e metastatico. Agentes
antiangiogénicos (KHOSRAVI-SHAHI & FERNANDEZ-PINEDA, 2008) destinados a
inibir a formagdo da vasculatura do tumor, agentes hipoxidos especificos
(KATZUNG, 2003) para células-troco tumorais, destinados a explorar a maior
capacidade das reacdes redutoras nessas células terapeuticamente resistentes,
devido a deficiéncia de oxigénio no interior dos tumores soélidos, farmacos
radiossensibilizantes tumorais e radioprotetores (BRIZEL, 2007) dos tecidos
normais, cujo objetivo é aumentar a eficacia terapéutica da radioterapia e
modificadores da resposta biolégica (FRAZER et al., 2007), que alteram as reacgdes

metabdlicas e imunoldgicas entre o tumor e o hospedeiro.

Apesar de todo o avango no tratamento do cancer, a resisténcia a farmacos
constitui um dos maiores problemas na quimioterapia do cancer. Verifica-se o
desenvolvimento de resisténcia adquirida em varios tipos de tumores sensiveis a
farmacos. Experimentalmente, a resisténcia a farmacos pode ser altamente
especifica para um unico farmaco e, em geral, baseia-se numa alteragdo do
aparelho genético das células tumorais, com amplificagdo ou aumento da expresséo
de um ou mais genes especificos (DEVITA et al., 1996; KATZUNG, 2003; KUMMAR
et al., 2004).

Em pesquisa realizada pela Organizacdo Mundial de Saude em 2005, de um
total de 58 milhées de mortes ocorridas no mundo, o cancer foi responsavel por 7,6
milhdes, o que representou 13% de todas as mortes. Os principais tipos de cancer
com maior mortalidade sao: de pulmao (1,3 milhdo); de estébmago (cerca de 1
milh&o); de figado (662 mil); de colon (655 mil); e de mama (502 mil). Do total de
obitos por cancer ocorridos em 2005, mais de 70% ocorreram em paises de média
ou baixa renda (WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2006).
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Estima-se que, em 2020, o numero de casos anuais novos seja da ordem de
15 milhdes, sendo que cerca de 60% desses novos casos OCOrrerao Nos paises em
desenvolvimento. E também conhecido que pelo menos um terco dos casos novos
de cancer que ocorrem anualmente no mundo poderiam ser prevenidos (INCA,
2007).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2008, validas também para o ano de
2009, apontam que ocorrerdao 466.730 casos novos de céncer. Deste total, s&o
esperados 231.860 casos novos, para 0 sexo masculino, e 234.870 para 0 sexo
feminino. Estima-se que o cancer de pele do tipo ndo melanoma sera o maior
incidéncia na populagao brasileira, seguido pelos tumores de prostata, de mama
feminina, de pulmé&o, de colon e reto, de estbmago e de colo do utero. Os tumores
mais incidentes para o sexo masculino serdo devidos ao cancer de pele nao
melanoma (56 mil casos novos), de prostata (49 mil), de pulmao (18 mil), de
estdmago (14 mil) e de célon e reto (12 mil). Para o sexo feminino, destacam-se os
tumores de pele ndo melanoma (59 mil casos novos), de mama (49 mil), de colo do
utero (19 mil), de colon e reto (14 mil) e de pulmao (9 mil). A distribuicdo dos casos
novos de cancer segundo sua localizagdo primaria € bem heterogénea entre
Estados e Capitais do Pais. As regides Sul e Sudeste, de maneira geral, apresentam
as maiores taxas, enquanto as regides Norte e Nordeste mostram as menores taxas.

As taxas da regido Centro-Oeste apresentam um padréo intermediario (INCA, 2007).

Diante de tal cenario, fica claro a necessidade de pesquisar novos grupos de
farmacos para o controle e o tratamento do cancer. A prevengao de novos casos, 0
aumento da sobrevida e melhora na qualidade de vida das pessoas com cancer sao

uns dos novos desafios da pesquisa atualmente.

1.2. Produtos naturais com atividade anticancer

Ha centenas de anos a medicina e os produtos naturais ja estavam
intimamente ligados pelo uso de medicamentos tradicionais e venenos naturais. Os
primeiros registros, escritos em cuneiforme sob placas de argila, eram da
Mesopotamia e datavam cerca de 2.600 a.C.. Dentre as substéncias listadas

encontravam-se Oleos de plantas de cedro (Cedrus sp., Pinaceas), cipreste
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(Cupressus sempervirens L., Cupressaceae), alcaguz (Glycyrrhiza glabra L.,
Fabaceae) e papoula (Papaver somniferum L., Papaveraceae), todos eles ainda
utilizados hoje para o tratamento de indisposicbes como tosses e resfriados e
doengas como infecg¢des parasitarias e inflamagdes (SCHWARTSMANN et al., 2002;
NEWMAN et al., 2003; NEWMAN & CRAGG, 2007).

Os estudos quimicos, farmacolégicos e clinicos desses medicamentos
tradicionais, os quais derivam predominantemente de plantas, foram a base de
alguns medicamentos de uso atual, tais como a aspirina e a morfina (NEWMAN et
al., 2000; SCHWARTSMANN et al., 2002; NEWMAN et al., 2003; BUTLER, 2004;
CRAGG et al., 2006; NEWMAN & CRAGG, 2007).

Dentre os produtos naturais encontramos os chamados metabdlitos
secundarios. Estes sao produtos de vias condicionais que sdo ativadas em
contextos ou situagdes particulares. Eles podem ser divididos em diversas classes
estruturais: terpenos, lignanas, taninos, esteréides, chalconas, flavonas, flavanonas,
alcaloides e quinonas, dentre outros (CLARDY & WALSH, 2004).

Muitas dessas substancias constituem-se, sobretudo, em modelos para o
desenvolvimento de medicamentos sintéticos modernos, tais como os farmacos
anticancer utilizados atualmente: a vimblastina (Velban®) e a vincristina (Oncovin®) e
os analogos vindesina (Eldisine®) e vinorelbina (Navelbine®); o paclitaxel (Taxol®) e o
analogo docetaxel (Taxotere®); a podofilotoxina e os analogos, etoposideo
(Etopophos®) e tenoposideo (Vumon®); e a camptotecina e os analogos, topotecano
(Hycamtin®) e irinotecano (Camptosar®). Esses medicamentos movimentam cerca
de 50 bilhées de dodlares anualmente (CRAGG & NEWMAN, 2000; CRAGG &
NEWMAN, 2005; PINTO et al., 2002).

A vimblastina (1) e a vincristina (2) sdo alcaléides naturais encontrados nas
partes aéreas da planta Catharanthus roseus var. albus G. Don. ou Vinca résea L.,
(Apocynaceae) dai serem chamados de alcaloides da vinca (figura 1). Ja a vindesina
(3) e vinorelbina (4) sdo derivados semi-sintético (GUERITTE-FAHY, 2005; CRAGG
& NEWMAN, 2005; NEWMAN & CRAGG, 2007).

O alvo dos alcaldides da vinca € o aparelho mitético, em particular, os
microtubulos. O mecanismo de ag¢ao envolve o bloqueio da polimerizacdo dos

microtubulos, que constituem uma parte importante do citoesqueleto e do fuso
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mitético. O farmaco liga-se especificamente a proteina microtubular, a tubulina, na
forma dimérica. O complexo farmaco-tubulina liga-se a extremidade em formacéao
dos microtubulos, interrompendo a sua organizagdo, com consequente
despolimerizacado destes microtubulos. O processo determina a parada da mitose na
fase da metafase, com dissolucdo do fuso mitético e interferéncia na segregacéao
dos cromossomos (KATZUNG, 2003).

Esses farmacos s&o usados geralmente em associagdo com outros agentes
quimioterapicos para o tratamento de varios tipos de céancer, incluindo leucemias,
linfomas, cancer testicular, carcinoma de mama, cancer de pulméo e sarcoma de
Kaposi. Entre os efeitos toxicos estdo nauseas, vomito, depressdo da medula 6ssea,
bem como alopécia (PLASSCHAERT et al., 2004; CONNORS, 2005; CRAGG &
NEWMAN, 2005).

O paclitaxel (5) (figura 2) é um diterpeno encontrado nas cascas da planta
Taxus brevifolia Nutt (Taxaceae). O seu analogo, docetaxel (6) (figura 2), foi obtido
através do estudo da relagdo estrutura-atividade (KINGSTON, 2005; CRAGG &
NEWMAN, 2005).

Um dos fatores que desde sedo despertou a atengdo no estudo dos taxanos
foi o seu mecanismo de acao ser diferente do que, até entdo, era conhecido. As
estruturas intracelulares afetadas pelos taxanos também sdo os microtubulos.
Entretanto, contrariamente a outros farmacos antimitéticos conhecidos, como, os
alcaldéides da vinca ou a colchicina que induzem a disjungdo dos microtubulos, os
taxanos promove a polimerizagdo da tubulina em microtubulos das células
(KINGSTON, 1991; KATZUNG, 2003). Os microtubulos formados por indugdo dos
taxanos sao extremamente estaveis e disfuncionais. Havendo assim um
deslocamento no equilibrio dindmico entre a formacdo dos microtubulos e a sua
dissociagao em tubulina, o que compromete a mitose, bloqueando a divisdo celular e

comprometendo fungdes celulares vitais, o que provoca a morte da célula.

Os taxanos possuem atividade significativa no cancer ovariano e no cancer de
mama avangado. Os efeitos colaterais que limitam a dose do paclitaxel (5) incluem
neutropenia, trombocitopenia e neuropatia periférica. O principal efeito téxico do
docetaxel (6) é a depressdo da medula 6ssea (HAJEK et al., 1996; KATZUNG,
2003).
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Figura 1 — Estrutura quimica da vimblastina (1), vincristina (2), vindesina (3) e

vinorelbina (4).

-36 -



Introducéo
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Figura 2 — Estrutura quimica do paclitaxel (5) e docetaxel (6).
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A podofilotoxina (7) € conhecida ha muitos anos como o agente citotoxico
encontrado na raiz da planta Podophyllum peltatum L. (Berberidaceae). Os analogos
semi-sintéticos da podofilotoxina (7) (figura 3), etoposideo (8) e tenoposideo (9),
também foram obtidos através do estudo da relagdo estrutura-atividade (LEE &
XIAO, 2005; CRAGG & NEWMAN, 2005). O etoposideo (8) e tenoposideo (9) séo
muitos semelhantes na sua estrutura quimica, na sua acéao clinica e no bloqueio das
células nas fases finais do ciclo celular, S e G,. O mecanismo de agao envolve a
inibicdo da enzima nuclear topoisomerase |l, que resulta em lesdo do DNA através
da quebra dos filamentos induzidas pela formagdao de um complexo terceario do
farmaco, do DNA e da enzima (KATZUNG, 2003; LEE & XIAO, 2005).

O etoposideo (8) tem sido usado clinicamente para o tratamento de leucemias
monociticas, cancer testicular e no carcinoma de células pequenas do pulmao,
enquanto o tenoposideo (9) possui atividade contra varios linfomas. Além de causar
nausea, vomito e alopecia, ocorre toxicidade significante do sistema hematopoético
e do sistema linféide (KATZUNG, 2003; CRAGG & NEWMAN, 2005).

A camptotecina (10) € um alcaldide natural encontrado na planta chinesa
Camptotheca acuminata Decne (Nyssaceae). Este serviu como protétipo para a
sintese do topotecano (11) e irinotecano (12) (figura 4). Estes atuam interferindo na
atividade da enzima topoisomerase |, sendo responsavel pela quebra e ligagao de
filamentos simples de DNA, resultando em lesdo do DNA e morte celular por
apoptose (KATZUNG, 2003; RAHIER et al., 2005).

O topotecano (11) é usado para o tratamento de cancer de ovario e de cancer
de pequenas células de pulm&o. Ja o irinotecano (12), um pro-farmaco, é usado
para o tratamento de cancer coloretal. A ocorréncia de mielossupressao constitui
frequentemente o efeito adverso que limita a dose desses farmacos (RAHIER et al.,
2005; KATZUNG, 2003; CRAGG & NEWMAN, 2005).

Um problema desta quimioterapia e, de um modo geral, de todas até hoje
conhecidas, € a possibilidade das células cancerosas se tornarem resistentes, via
um mecanismo conhecido como resisténcia a multiplas substancias (multi-drug
resistance ou MDR), aspecto bioquimico complexo e ainda em estudo (SILVA et al.,
2003b).
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Podofilotoxina (7)

Etoposideo (8) CHs
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Figura 3 — Estrutura quimica da podofilotoxina (7), etoposideo (8) e tenoposideo (9).
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Figura 4 - Estrutura quimica da camptotecina (10), topotecano (11) e irinotecano
(12).
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Diante do sucesso destes medicamentos de origem vegetal, é possivel
entender a corrida entre algumas industrias multinacionais pela busca de novas
substancias bioativas. Esta busca foi intensificada nos anos 90, especialmente nas
florestas tropicais onde se concentra grande parte da biodiversidade. Além disso,
inumeros analogos foram sintetizados em laboratdérios por diferentes grupos de
pesquisa, com o objetivo de se identificar os grupos farmacoforicos, estabelecendo,
assim, a relagdo estrutura-atividade na tentativa de se obter farmacos mais potentes
(KINGSTON, 2000). A partir deste momento, grandes mudancgas ocorreram nos
centros de pesquisas, incluindo a identificacdo de novos alvos moleculares
exploraveis, estabelecimento de programas de triagem de produtos naturais em
larga escala (HTS — High Throughput Screening), avangos no projeto racional de
farmacos e quimica combinatéria (YUNES et al, 2001; MANN, 2002;
ROTHENBERG et al., 2003; BUTLER, 2004; GANESAN, 2004; WESTWELL &
STEVENS, 2004; CRAGG & NEWMAN, 2005; CRAGG et al., 2006; NEWMAN &
CRAGG, 2007).

Nao foram somente as plantas que serviram de fontes para o
desenvolvimento de novos farmacos anticancer. Os microrganismos, que sempre
foram a principal fonte de agentes antibacterianos, também proporcionam alguns
farmacos-chaves para a quimioterapia do cancer. Alguns exemplos notaveis sao a
bleomicina (Blenoxane®), dactinomicina (Cosmegen®), plicamicina (Mithracin®),
mitomicina C (Mutamycin®) e as antraciclinonas, daunorrubicina (Daunoblastina®) e
doxorrubicina (Adriamycin®). Em geral, o mecanismo de agdo desses antibiéticos da-
se pela ligagao destes ao DNA através de sua intercalagdo entre bases especificas,
blogueando a sintese de RNA ou DNA (ou ambos), provocando ruptura dos
filamentos de DNA e interferindo na replicagao celular (KATZUNG, 2003).

A medicina moderna também tem encontrado no oceano uma vasta fonte de
compostos com importante potencial terapéutico. Alguns exemplos de produtos
naturais marinhos séo: discodermolida, eleuterobina, sarcodictina e laulimalida, que
também apresentam potente atividade anticancer e mecanismo de acdo similar ao
do paclitaxel (5) (COLWELL, 2002; MANN, 2002; SOUSA, 2004; GANESAN, 2004).

Contudo, apesar de a natureza abrigar uma encantada e fascinante

biodiversidade de vida microbiana, vegetal e animal, o reino vegetal € o que tem
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contribuido de forma mais significativa para o fornecimento de metabdlicos
secundarios, muitos destes de grande valor agregado devido as suas aplicagdes
como medicamento, cosméticos, alimentos e agroquimicos (PHILLIPSON &
ANDERSON, 1998; CRAGG & NEWMAN, 2005; CRAGG et al., 2006; AGGARWAL
& SHISHODIA, 2006; NEWMAN & CRAGG, 2007). Entretanto, o conhecimento
fitoquimico e farmacologico de grande parte das plantas do planeta permanecem
desconhecidos. A elucidacdo dos componentes ativos presentes nas plantas, bem
como de seus mecanismos de acdo, sdo um dos maiores desafios para a quimica e
a farmacologia atualmente (GEBHARDT, 2000; CRAGG & NEWMAN, 2005; CRAGG
et al., 2006; SUBRAMANIAN et al., 2006; NEWMAN & CRAGG, 2007).

1.3. Componentes da dieta como agentes anticancer

O principio "Deixe o alimento ser teu remédio e o remédio ser teu alimento",
exposto por Hipdcrates aproximadamente 2.500 anos atras, esta recebendo um
interesse renovado. Nos ultimos anos, o interesse de pesquisadores por alimentos
especificos ou componentes alimentares biologicamente ativos, os supostos
alimentos funcionais ou os nutracéuticos, do inglés "Foods for Specified Health Use"
(FOSHU) (HASLER, 1998).

Nos estudos epidemioldgicos, in vitro, in vivo e ensaios clinicos que envolvem
cancer e dieta em diversas populacdes, um dos temas mais discutidos é a existéncia
de uma diferenca na incidéncia das varias formas de cancer, que pode estar
relacionada as variagdes na ingestdo de determinados componentes da dieta
(RIVLIN, 2001; MEYSKENS & SZABO, 2005; TRIPATHI et al., 2005).

As frutas, vegetais e temperos sdo excelentes fontes de fibra, vitaminas e sais
minerais, mas também contém componentes como polifendis, terpenos, alcaldides e
flavonoides, dentre outros (AGGARWAL & SHISHODIA, 2006). Estes podem trazer
muitos benéficos para a saude além da nutricdo basica. Dentre esses podemos citar
o acgafrdo, pimenta do reino, pimenta vermelha, roma, soja, manjericao cravo-da-
india, gengibre, uva, cha verde, frutas citricas, tomate, alho, alcachofra, cenoura e

vegetais cruciferos, dentre outros (figuras 5, 6 e 7).
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Diversas classes de anticarcinogénicos tém sido identificadas nos graos de
soja, por exemplo, incluindo inibidores de protease, fitoesterois, saponinas, acidos
fendlicos, acidos fiticos e isoflavonas (MESSINA & BARNES, 1991; RAFFOUL et al.,
2007; WU et al., 2008). Destes, as isoflavonas (genisteina (16) e daidzeina) séo
particularmente notaveis porque a soja é a unica fonte dietética significativa destes
componentes. Devido ao fato delas serem estrogénios fracos, as isoflavonas podem
agir como antiestrogénios por competir com os estrogénios enddgenos de
ocorréncia natural e que sdo mais potentes ao ligarem-se ao receptor de estrogénio.
Isso pode explicar porque populagbes que consumem quantidades significativas de
soja tém um risco reduzido de cancer dependente de estrogénio (MESSINA et al.,
1997; CHEUNG et al., 2008).

Num estudo de coorte prospectivo com mais de 47.000 homens, aqueles que
consumiram produtos a base de tomate 10 vezes ou mais por semana tiveram
menos da metade do risco de desenvolver cancer de préstata avangado
(GIOVANNUCCI et al., 1995; CLINTON et al., 1996; SYED et al., 2007; SERENE et
al., 2008; SCHWARZ et al., 2008). Outros canceres cujo risco tem sido inversamente
associado com o0s niveis sanguineos ou teciduais de licopeno (21) incluem o de
mama, trato digestivo, colo uterino, bexiga e pele e pulmao (LI et al.,, 1997;
CLINTON, 1998).

O cha perde apenas para agua como a bebida mais consumida no mundo.
Uma grande atengdo tem sido dirigida aos constituintes polifendlicos do cha,
particularmente do cha verde (HARBOWY & BALENTINE, 1997; WESTERTERP-
PLANTENGA et al., 2006). Os polifendis abrangem mais de 30% do peso bruto total
das folhas do cha fresco. As catequinas (27) sé&o os polifendis predominantes e mais
importantes do cha verde (GRAHAM, 1992; WESTERTERP-PLANTENGA et al.,
2006).
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Cenoura Cha verde Soja Pimenta do reino
(B-caroteno) (Catequinas) (Genisteina) (Piperina)

Figura 5 — Alguns componentes da dieta com propriedades anticancer. Fonte:
AGGARWAL & SHISHODIA, 2006.
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Figura 6 — Estrutura quimica de alguns componentes da dieta com propriedades
anticancer.
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Figura 7 — Estrutura quimica de alguns componentes da dieta com propriedades
anticancer (continuagao).
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Diversos estudos mostram que o alho pode ser eficaz em reduzir o risco de
cancer em humanos (ERNST, 1997; PITTLER & ERNST, 2007; SHUKLA & KALRA,
2007; GAPTER et al.,, 2008). Em um estudo com mais de 40.000 mulheres pos-
menopausa, o0 consumo de alho foi associado com uma redugdo de

aproximadamente 50% no risco de cancer de colon (STEINMETZ et al., 1994).

As frutas citricas também possuem um efeito protetor contra uma variedade
de canceres humanos. Ainda que laranjas, limées e limas sejam uma das principais
fontes de importantes nutrientes como vitamina C, outros componentes podem ser
0s responsaveis pela atividade anticancer (ELEGBEDE et al., 1993; WOLFE & LIU,
2003). As frutas citricas sado particularmente ricas em uma classe de fitoquimicos
conhecida como limondides (18) (HASEGAWA & MIYAKE, 1996).

O alcaldide/amida piperina (25) € o principal constituinte da pimenta do reino
(Piper nigrum L., Piperaceae). Varios estudos mostram seu potencial tanto para a
prevencado quanto para o tratamento do cancer. A piperina previne citotoxicidade,
genotoxicidade e carcinogénese induzida por carcindgenos quimicos e protege da
induzida por aflatoxina B1 (SELVENDIRAN et al., 2004; SELVENDIRAN et al., 2006).
Pradeep & Kuttan (2002) demonstraram que a piperina inibe metastase de pulmao
induzida por células de melanoma B16F-10 em camundongos. A piperina também
apresenta atividades imunomodulatéria e antitumoral em varios modelos in vivo
(SUNILA & KUTTAN, 2004, BEZERRA et al., 2005; BEZERRA el at., 2006). Além
disso, o género Piper, de um modo geral, tem mostrado ser uma importante fonte de
compostos bioativos, incluindo a piperlonguminina e a piplartina (PARMAR et al.,
1997; BEZERRA et al., 2008).

Os resultados das pesquisas que envolvem esses microelementos
representam um grande avango na elucidagcado do papel preventivo e/ou curativo do
alimento, no combate ao cancer. Os inumeros microelementos isolados apresentam
atividade na espresséo de varios alvos farmacologicos tais como fator nuclear kappa
B (NFkB), ativador da proteina-1 (AP-1), ciclo celular, apoptose, proteina quinase B
(PKB), gene P53, sinalizadores de fator de crescimento, citocinas e metastase, fator
de necrose tumoral, sinalizador e ativador da transcricado (STAT), ciclooxigenase 2
(COX-2), lipooxigenase (LOX), oxido nitro sintase indutiva (NOSi), proteina

mitogénica ativada (MAP), metilagcdo do DNA e angiogénese (tabelas 1 e 2).
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Tabela 1 — Alvo molecular de componentes da dieta com propriedades anticancer.

Nome da planta Composto ativo Alvo molecular
Acafrao Curcumina (13), INF-xB, |AP-1, |[STAT1, |STATS,
(Curcuma longa L.) curcuminoides |STATS5, |B-catenina, 1Nrf2, |VEGF,

IHER2, |PKA, |PKC, |VCAM-1, |Bcl-2,
|Bcl-XL, |ICAM-1, |TF, |AR, |p53, tTMDR,
|FTPase, 1GST, 1GSH-px, 1HO, |XOD,
jciclina D1, |5-LOX, |COX-2, |INOS,
IMMP-9, |TNF, |IL-6, |L-8, |IL-12

Pimenta do reino Piperina (25) INF-xB, |ATF-2, |c-Fos, |cCAMP, |IL-18,
(Piper nigrum L.) LIL-6, | TNF, |GM-CSF

Pimenta vermelha Capsaicina (17) INF«B, |[ciclina D1, |Bcl-2, |Bcl-xL,
(Capsicum annum L.) 1Cdk1, |Bcl-2, |Bcl-xL

Roma Acido elagico (20)  |[NF-kB, |COX-2, |ciclica D1, |MMP-9,
(Punica granatum L.) |PDGF, |VEGF, 1p21/WAF1, 1p53

Soja Genisteina (16) INF-xB, tcaspase-12, 1p21/WAF1, 1 GST-
(Glycine max L. Merr.) pX

Manjericdo (Ocimum  Acido ursélico (28) |NF-xB, |COX-2, |ciclina D1, |MMP-9
sanctum L.)

Cravo-da-india Eugenol (14) INF-«xB

(Eugenia caryophyllus

Sprengel)

Gengibre Gingerol (23) ITNF, |[NF-«B, |AP-1, |COX-2, |NOS,
(Zingiber officinale |VEGF, tcaspase-3, |Bcl2

Roscoe)

Abreviacdes: NF-kB, fator nuclear kappa B; AP-1, ativador da proteina-1; iNOS,
oxido nitrico sintase induzida; COX-2, ciclooxigenase-2; IL, interleucina; TNF, fator
de necrose tumoral; HO, heme-oxigenase; Nrf, fator relacionado ao NF-E2; PKA,
proteina quinase A; PKC, proteina quinase C; LOX, lipoxigenase; VEGF, fator
endotelial de crescimento vascular; AR, receptor androgénio; VCAM, moléculas de
adeséo vascular; ICAM, moléculas de adesao intercelular; TF, fator tecidual; MDR,
resisténcia a muitifarmacos; Ftase, proteina farnesil transferase; GST, glutationa S-
transferase; GST-px, glutationa peroxidase; XOD, xantina oxidase; MMP,
metaloprotease de matriz; STAT, sinalizador e ativador da transcri¢gao; Cdk, ciclica
dependente de quinase; PDGF, fator de crescimento derivado de plaqueta; caspase,
P53, P21 sado proteinas pro-apoptéticas; BclL2 e BclxL sao proteinas
antiapoptoticos; B-catenina, proteina estrutural; HER, proto-oncogene; ciclicas,
reguladoras do ciclo celular. Fonte: AGGARWAL & SHISHODIA, 2006; PRADEEP &
KUTTAN, 2004.
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Tabela 2 — Alvo molecular de componentes da dieta com propriedades anticancer

(continuacgao).

Nome da planta Composto ativo Alvo molecular

Uva (Vitis viniferaL.)  Resveratrol (15) JCOX-2, [iINOS, |AP-1, |NF-«B,
P21 Cip1/WAF1, 1p53, 1Bax,
tcaspases, |ciclina D1, |[ciclina E,
|Bcl-2, |Bcl-xL, |PKC, |PKD, |5-
LOX, |VEGF, |IL-1, |IL-6, |IL-8, |AR,
IPSA, |CYP1A1, tHO-1, tNrf2, |

STAT
Cha verde (Camellia  Catequinas (27) INF«xB, |AP-1, |COX-2, |ciclina D1,
sinensis L.) IMMP-9, tHO-1, |IL-6, |VEGF, 1p53,
1Bcl-2, 1p21/WAF1
Frutas citricas (Citrus  Limoneno (18) JCOX-2, |INOS
sp.)
Tomate (Lycopersicon Licopeno (21) INF-xB
esculentum Mill.)
Alho Alicina (26) INF-«B
(Allium sativum L.)
Alcachofra Silimarina (19) INF-xB, |AP-1, |COX-2, |[ciclina D1,
(Cynara scolymus L.) IMMP-9
Cenoura -caroteno (22) INF-xB
(Daucus carota
sativus L.)
Vegetais cruciferos Sulforafano (24) INF-xB, |ciclina D1, |Cdk1, |Bcl-2,
(Brassica sp.) 1Bcl-xL

Abreviacdes: NF-kB, fator nuclear kappa B; AP-1, ativador da proteina-1; iNOS,
oxido nitrico sintase induzida; COX-2, ciclooxigenase-2; IL, interleucina; HO, heme-
oxigenase; Nrf, fator relacionado ao NF-E2; PKD, proteina quinase D; PKC, proteina
quinase C; LOX, lipoxigenase; PSA, antigeno prostatico especifico; CYP, citocromo
p450; CYP7A1, colesterol 7a-hidroxilase; VEGF, fator endotelial de crescimento
vascular; AR, receptor androgénio; MMP, metaloprotease de matriz; STAT,
sinalizador e ativador da transcricdo; Cdk, ciclica dependente de quinase; caspase,
P53, P21, Bax sao proteinas pré-apoptoética; BcL2 e BclxL sao proteinas
antiapoptoticos; ciclicas, reguladoras do ciclo celular. Fonte: AGGARWAL &
SHISHODIA, 2006.
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A partir destes exemplos, fica evidente que varias substancias presentes em
frutas, legumes e temperos podem apresentar potente atividade farmacolodgica.
Portanto, é necessario mais investigagdes envolvendo os componentes alimentares

para elucidar o papel desses fitoquimicos na prevencao e no tratamento do cancer.

1.4. Piplartina

A piplartina (29) (figura 8), também chamada de piperlongumina, € um
alcaléide/amida encontrado nas plantas do género Piper, tais como Piper longum L.
(pimenta longa), Piper tuberculatum L. (pimenta-d’arda), Piper arborescens Roxb.
(Pimenta do fruto ganchoso), Piper callosum Ruiz & Pav. (Jodo Brandim), Piper
retrofractum Vahl. e Piper sylvaticum Roxb (PARMAR et al., 1997).

A piplartina apresenta diferentes atividades bioldgicas. Essa amida
apresentou potente atividade repelente e inseticida para formiga Atta cephalotes
(CAPRON & WIEMER, 1996). A atividade antifungica da piplartina também foi
estudada com resultados positivos para as linhagens Cladosporium sphaerospermun
e Cladosporium cladosporioides (NAVICKIENE et al., 2000; SILVA et al., 2002).

A piplartina também apresentou um efeito leishmanicida potente quando
testada no modelo in vitro contra promastigotos de Leishmania donovani na
concentracdo de 100 uyM. Esta atividade foi confirmada in vivo usando o modelo, em
hamster, de leishmaniose visceral na dose de 30 mg/kg (BODIWALA et al., 2007).

Em relagcdo as acbes da piplartina sobre o sistema nervoso central, foram
observadas atividades ansiolitica e antidepressiva (FELIPE et al., 2007). A piplartina
apresentou um perfil similar ao observado com a buspirona e venlafaxina, nao
apresentando nenhuma sedacédo. O efeito ansiolitico € completamente revertido pelo
flumazenil, sugerindo a participagao de receptores do tipo benzodiazepinicos. A
piplartina mostrou efeito antidepressivo no teste do nado fossado, possivelmente

agindo no sistema de neutransmissdao monoaminérgica, similarmente a imipramina.
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Figura 8 — Estrutura quimica da piplartina (29) {5,6-dihidro-1-[1-ox0-3-(3,4,5-
trimetoxifenil)-2-propenil]-2(1H)piridinona}.

-51 -



Introducéo

Em ensaio de atividade antiagregante plaquetaria, a piplartina mostrou ser um
potente inibidor da agregacao plaquetaria induzida por colageno, acido aracdénico,
fator ativador de plaquetas e por agonista de receptor de tromboxano A2, mas néo
por trombina, sugerindo uma agédo antagonista nos receptores de tromboxano A2
(TSAI et al., 2005; PARK et al., 2007; IWASHITA et al., 2007).

A piplartina também apresenta uma ag¢ao espasmolitica em aorta de rato. A
piplartina relaxou de maneira concentracdo-dependente a aorta pré-contraida com
fenilefrina. Este efeito foi independente do endotélio funcional e da participagcado das
prostaciclinas. Piplartina administrada cumulativamente sobre a fase tbnica da
contracao, inibe de maneira concentracdo-dependente as contragdes induzidas por
KCI, sugerindo um efeito sobre os canais de calcio dependentes de voltagem.
Piplartina também inibe as contragdes fasicas induzidas por fenilefrina em meio livre
de calcio, porém nao apresenta nenhum efeito sobre as contracbes fasicas
induzidas por cafeina nas mesmas condi¢cdes experimentais. O autor sugere que a
piplartina induz relaxamento em aorta de rato por bloquear o influxo de Ca?* através
dos canais de calcio dependentes de voltagem e por interferir na mobilizagcdo de
Ca?* dos estoques intracelulares sensiveis ao 1,4,5-trifosfato de inositol (mobilizacdo
de Ca?* mediada por receptor) (OLIVEIRA, 2000).

A atividade citotoxica da piplartina foi descrita inicialmente em 1990, por
pesquisadores taiwanéses, em células tumorais KB (carcinoma nasofaringeo
humano), P-388 (leucemia linfocitica murina), A-549 (carcinoma de pulm&o humano)
e HT-29 (adenocarcinoma de célon humano) (DUH et al., 1990a; DUH et al., 1990b;
TSAI et al., 2005). O potencial citotoxico da piplartina foi avaliado em estudos
posteriores, agora pelo nosso grupo de pesquisadores, em células HL-60 (leucemia
promielocitica humana), B16 (melanoma murina), HCT-8 (carcinoma de célon
humano) e CEM (leucemia linfocitica humana), K-562 (leucemia mielocitica crénica
humana), JUKART (leucemia de células T humana) e MOLT-4 (leucemia de células
T humana) (BEZERRA et al., 2005; BEZERRA et al., 2007).

Além disso, o efeito da piplartina sobre o desenvolvimento de ovos de ourigo
do mar Lytechinus variegatus foi também avaliado (BEZERRA et al., 2005). A
piplartina causou inibicado do desenvolvimento dos ovos de ourico do mar de maneira

dependente da concentragdo durantes todas as fases examinadas, primeira e
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terceira divisdes e blastula. A atividade antimitética da piplartina foi relacionada com

a inibigao da sintese de proteina e/ou DNA.

O efeito citotdxico da piplartina parece esta relacionada com a inibicao da
sintese de DNA e inducao de morte celular por ambas as vias, apoptose e necrose,
dependendo da concentracdo usada (BEZERRA et al., 2007). Entretanto, seu

mecanismo de agao ainda nao € conhecido.

Adicionalmente, o potencial anticancer da piplartina foi confirmado em modelo
pré-clinico in vivo (BEZERRA et al., 2006). A administragdo de piplartina ou piperina
(50 ou 100 mg/kg/dia) inibiu o desenvolvimento de tumor sdélido em camundongos
transplantados com Sarcoma 180. A atividade antitumoral da piplartina parece estar
relacionada diretamente a sua agao citotoxica, como observada pela reducdo da
marcagao com Ki67 em tumores de animais tratados. A analise histopatolégica do
figado e rins demostrou que ambos os 6rgaos foram reversivelmente afetados pelo

tratamento com a piplartina, entretanto, de maneira mais intensa nos rins.

Assim, a piplartina, um produto natural encontrado em pimentas, pode ser um
agente anticancer promissor. Por isso, estudos farmacoldgicos que avaliem seu
potencial citotoxico, em niveis celular e molecular, sao requeridos. Para tanto, esta

tese focou estudar a farmacologia das propriedades anticancer da piplartina.
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2. Objetivos

2.1. Geral

Estudar as propriedades anticancer da piplartina em varios modelos

biolégicos.

2.2. Especificos

e Avaliar a relagao estrutura-atividade citotoxica da piplartina;
e Avaliar a seletividade deste composto em relagao a células normais;
e Avaliar o mecanismo de acgao citotoxico da piplartina em células HL-60:
o Avaliar o efeito da piplartina sobre a indugcdo de morte celular;
o Avaliar o efeito da piplartina sobre o ciclo celular;
¢ Avaliar o potencial genotoxico da piplartina em células V79;
e Avaliar o potencial mutagénico e recombinogénico da piplartina;
e Avaliar o efeito da piplartina sobre as células da medula 6ssea de animais;
e Avaliar a cinética de absorcao da piplartina;

e Avaliar o efeito da associagao do 5-FU com a piplartina.
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3. Materiais e métodos

3.1. Materiais utilizados

3.1.1.

Equipamentos

Agitador de placa, MLW modelo Thys 2

Agitador vortex, AD8850

Balancga analitica, GEHAKA AG200

Balanca para pesar animais, Filizola

Banho-Maria, MOD. 105 DI DELLTA

Centrifuga centimicro, FANEM Modelo 212

Centrifuga de laminas, Shandon Shoutern Cytospin
Centrifuga de placas Eppendorf, Modelo Centrifuge 5403
Centrifuga excelsa Baby |, FANEM Modelo 206
Citdmetro de fluxo, Guava EasyCyte Mini

Coluna cromatografica C18 (250 mm x 4,6 mm, 5um), Nanoseparation

Technologies

Contador manual, Division of Bexton, Dickinson and Company

Deatilador de agua

Deonizador de agua Mili-Q, Millipore

Espectrofotdbmetro de placas, DTX 880 multimode detector, Beckman Coulter
Espectrémetro de massas, Micromass, Quattro MicroTM

Fluxo laminar, VECO

Gerador de nitrogénio, Dominick Hunter, UHPLCMS 18

HTS (High throuput screeing biomek 3000), Beckman Coulter
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3.1.2.

Incubadora de células (CO2 Water-Jacket Incubator), NUAIRES TS Autoflow
Microscoépio de fluorescéncia, Olympus BX41

Microscépio 6ptico, Metripex Hungray PZO-Labimex Modelo Studar lab
Microscopio optico de inversao, Nikon Diaphot

Micrétomo — SLEE - MANZ BR1

Pipetas automaticas, Gilson

Potenciostato/galvanostato mod. AutoLab PGSTAT20

Pré-coluna (4 mm x 4 mm), Merck

Sistema HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia ou CLAE), Shimadzu

Reagentes

Acetato de sédio, VETEC

Acetonitrila grau analitico, Tedia

Acido Acético, Vetec

Acido cloridrico (HCI), Vetec

Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), Proquimios
Aflotoxina B4, Sigma

Agarose baixo ponto de fusdo, Gibco

Agarose ponto de fusao normal, Gibco

Alamar blue, Sigma

Azida sodica, Sigma

Bicarbonato de Sddio, Dinamica

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), Sigma
Brometo de Etidio, Sigma

Cloreto de sddio (NaCl), Vetec
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Dimetilsulfoxido (DMSO), Vetec

Eosina, Vetec

Etanol, Vetec

Ficoll, Sigma

Fitohemaglutinina, Sigma

Formaldeido, Dinamica

Fosfato de sédio, Labsynth

Hematoxilina, Doles

Hidroxido de sédio (NaOH), VETEC

lodeto de propideo, Sigma

Meio de cultura para bactérias Nutrient Broth n° 2 liquido, Oxoid
Meio de cultura para células RPMI ou DMEM, Cultilab
Meio de cultura para leveduras YEPD e YEL, Difco
Metanol, Vetec

Metanol grau analitico, Burdick & Jackson

Metano sulfonato de etila, Sigma

Metano sulfonato de metila, Sigma

Rodamina 123, Sigma

Soro fetal bovino (SFB), Cultilab

Tolueno grau analitico, Mallinckrodt Baker
Tripsina, Cultilab

Tris — Base, Proquimios

Triton X — 100, Isofar

Xileno, Vetec
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3.1.3. FArmacos

e 5 — Fluorouracil, Sigma

e Carbamazepina, Sigma

e Doxorrubicina, Sigma

e Estreptomicina, Cultilab

e Gentamicina, Novafarma

e Penicilina, Cultilab

e Piplartina (29) (ver item 3.6.1)

e N-3,4,5-trimetoxidihidrocinamoil-dihidropiridin-2-ona (30) (ver item 3.6.2)
e N-3,4,5-trimetoxicinamoil-1,2-aminoetano (31) (ver item 3.6.3)
e 0-3,4,5-trimetoxicinamoil-1,2-etanodiol (32) (ver item 3.6.4)

e Acido 3,4,5-trimetoxicinamico (33) (ver item 3.6.5)

e S-3,4,5-trimetoxicinamoil-benzeno (34) (ver item 3.6.6)

3.2. Solugdes

e Tampao fosfato pH = 7,4 (PBS)

8,77 g de NaCl, 3,18 g de NaH,PO,; (monobasico), 10,94 g de Na;HPO4
(dibasico) e agua destilada em quantidade suficiente para 1 L de solugéo.

e Tampéo tris pH = 7,6 (TBS)

8,77 g de NaCl, 6,08 g de tris-base e agua destilada em quantidade suficiente
para 1 L de solugéo. Ajustar o pH para 7,6 com HCI.

e Tampao para corrida eletroforética pH ~ 13 — para ensaio do cometa alcalino
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0,292 g de EDTA, 12 g de NaOH e agua destilada em quantidade suficiente para

1 L de solugéo.

e Tampao para corrida eletroforética pH ~ 8,0 — para ensaio do cometa neutro

12,11 g de tris-base, 25,2 g de acetato de sddio e agua destilada em quantidade

suficiente para 1 L de solugao.

e Tampao de lise pH = 10 — para ensaio do cometa

145 g de NaCl, 29,23 g de EDTA, 1,21 g de tris-base, 10 mL de triton X-100, 100

mL de DMSO e agua destilada em quantidade suficiente para 1 L de solugao.

e Solucéo de neutralizagcdo pH = 7,5 — para ensaio do cometa

78,46 g de tris-base e agua destilada em quantidade suficiente para 1 L de

solugdo. Ajustar o pH para 7,5 com HCI.

3.3. Células

As células utilizadas nos ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e

antitumoral estdo listadas quanto ao tipo histolégico, origem e fonte na tabela 3.
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Tabela 3 - Células utilizadas nos ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e

antitumoral.
Linhagem* Tipo Histolégico Origem Fonte
Leucemia Children’s Mercy Hospital —
HL-60 Humana
promielocitica EUA
Children’s Mercy Hospital —
HCT-8 Carcinoma de célon Humana
EUA
. Instituto Nacional do Cancer
SF-295 Glioblastoma Humana
- EUA
Instituto Nacional do Cancer
MDA-MB-435 Melanoma Humana
- EUA
PBMC Linfécitos e mondécitos Humana Cultura primaria
. _ Centro de Biotecnologia -
V79 Fibroblastos (pulm&o)  Murina - hamster

Sarcoma 180

Sarcoma

Murina —

camundongos

UFRGS

Laboratério de Oncologia

experimental - UFC

*Linhagens pertencentes ao Laboratorio de Oncologia Experimental da Universidade

Federal do Ceara.
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3.3.1. Manutencéo das células em cultura

As linhagens celulares foram cultivadas em garrafas para cultura de células
(75 cm?®, volume de 250 mL), os meios utilizados foram RPMI 1640 ou DMEM,
suplementados com 10% de soro bovino fetal e 1% de antibidticos
(penicilina/estreptomicina). As células foram mantidas em incubadoras com
atmosfera de 5 % de CO, a 37 °C. Diariamente acompanhava-se o crescimento
celular com a utilizagcdo de microscépio de inversdo. O meio foi trocado sempre que
o crescimento celular atingia confluéncia necessaria para renovagao de nutrientes.
Para a manutencao de células aderidas utilizou-se tripsina (0,25%) para que as

células despregassem-se das paredes das garrafas (PESSOA, 2000).

3.3.2. Obtencéao de células PBMC

As células de PBMC (peripheral blood mononuclear cells — linfocitos e
mondcitos) foram obtidas a partir de sangue periférico de voluntarios saudaveis. A
coleta do sangue foi realizada em frasco heparinizados por profissionais
capacitados, nas dependéncias da UNIFAC-UFC (Unidade de Farmacologia Clinica
da Universidade Federal do Ceara), utilizando seringas esterilizadas e descartaveis
com volume de 5 mL. O material assim obtido foi imediatamente transportado para o
Laboratério de Oncologia experimental (LOE) do Departamento de Fisiologia e

Farmacologia, também da Universidade Federal do Ceara.

As células PBMC foram isoladas a partir de uma amostra de cerca de 3 mL de
sangue, acrescida de 5 mL de PBS. As etapas até o isolamento incluiram a adigéo
de 3 mL de Ficoll, seguida por 30 minutos de centrifugagcdo a 1.000 G, e feita a
aspiracado dos PBMC, presentes na regiao intermediaria entre as hemacias e o
plasma. A suspenséo de células PBMC foi transferida para um outro tubo o qual foi
acrescido com PBS até o volume de 11 mL, sendo centrifugado por 20 minutos a
1.000 G. O sobrenadante foi descartado e o precipitado de células PBMC foi

ressuspendido em meio completo (RPMI 1640 acrescido de 20% de soro fetal

-63 -



Materiais e Métodos

bovino, 1 % de antibidtico (penicilina-estreptominica) e 4% de fitohemaglutinina) e

contado em camera de Newbauer para posterior diluigao e plaqueamento.

3.3.3. Manutenc¢édo do tumor sarcoma 180 em camundongos

O animal de manutencdo ou doador foi anestesiado com éter etilico e
sacrificado por meio de deslocamento cervical. Fez-se o procedimento asséptico
com alcool iodado e, em seguida, coletou-se o liquido ascitico da cavidade
abdominal, tendo sido preparada uma suspensao de células com 5,0 mL de Ringer
lactato, 0,2 mL de gentamicina (56 mg/mL) e 0,5 mL do liquido ascitico, para posterior
contagem das células. Os animais receptores foram inoculados com 2 x 10°
células/0,5 mL na regiado intraperitoneal. O procedimento € realizado a cada 10 dias,

conforme aprovado pelo comité de ética de pesquisas em animais da UFC (CEPA).

3.4. Microorganismos

As linhagens de microorganismos utilizadas nos ensaios de mutagenicidade e

recombinogénese estao listadas quanto ao gendtipo e fonte na tabela 4.
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Tabela 4 - Linhagens de microorganismos utilizadas nos ensaios de mutagenicidade

e recombinogénese.

Linhagem*

Gendotipo

Fonte

Saccharomyces cerevisiae

XV185-14c

N123

XS2316

Salmonella typhymurium

TA97a

TA98

TA100

TA102

Mata ade2-2 arg 4-17 hisl-7 lysi-1
trp5-48 hom3-10

MATa his1-7

MATa/o ADEG6/ade6 leul-1/leul-12
trp5-48/TRP5 CYH2/cyh2
MET13/metl3 LYS5/lys5-1 hisl-
1/his1-1

Deslocamento do quadro de leitura
do DNA para -C-C-C-C-C-C-; + 1 Cyt

Deslocamento do quadro de leitura
do DNA para -C-G-C-G-C-G-C-G

Substituicdo de leucina (GAG) por
prolina (GGG)

Mutacéo ochre TAA no gene hisG

R.C. Von Borstel

J.A.P. Henriques

I. Machida e S. Nakaia

B. M. Ames

B. M. Ames

B. M. Ames

B. M. Ames

*Linhagens pertencentes ao Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul.
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3.4.1. Manutenc¢ao dos microorganismos

3.4.1.1. Preparo das culturas de Salmonella typhimurium

Para a preparagcdo das culturas bacterianas utilizadas nos ensaios de
mutagenicidade, cada cepa mantida em nitrogénio liquido foi descongelada em
banho de gelo. A cultura descongelada (200 uL) foi entdo transferida para um
erlenmeyer contendo 20 mL de meio Oxoid Nutrient Broth n° 2 liquido. A cultura foi
colocada para crescer em banho-maria a 37 °C, com agitagcéo (90 rpm) e protegida
da luz, durante 14-15 horas, tempo de crescimento necessario para a obtencédo de
uma concentragdo bacteriana de 1-2 x 10° células/mL (MARON & AMES 1983).

3.4.1.2. Preparo das culturas de Saccharomyces cerevisiae

O crescimento das células foi feito em meio liquido completo (YEL) contendo
1% de extrato de levedura, 2% de bactopeptona e 2% de glicose. Para determinagéo
do numero de células viaveis, ou seja, unidades formadoras de colénias foram feitas
semeaduras em meio YEPD solidificado com 2% de bacto-agar (AUSUBEL et al.,
1989; BURKE et al, 2000). Para todos os tratamentos, as células foram
ressuspendidas e diluidas em solugdo salina (NaCl 0,9%). Nos testes de
mutagénese foi empregado o Meio Sintético (SC) suplementado (SC-histidina, SC-
lisina e SC-homoserina), nos quais os aminoacidos foram omitidos, conforme

descrito por Ausubel et al. (1989).

Células em fase estacionaria de crescimento foram obtidas a partir de uma
colbnia isolada, retirada da placa e colocada para crescer em meio liquido YEL, por
48 horas, a 30 °C, até atingir a concentragao de 2-4 x 10® células/mL. Culturas em
fase exponencial foram obtidas por incubacgéo de 2 x 10° células/mL de uma pré-
cultura em fase estacionaria, também em meio YEL. Apds cerca de 4 horas de
incubagdo, nas mesmas condicdes acima descritas, a cultura alcangava a fase
exponencial de crescimento (1-2 x 10’ células/mL), com uma percentagem de 50-
70% brotos.
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3.5. Animais

Foram utilizados ratos Wistar albino (Rattus norvegicus) ou camundongos
Swiss albino (Mus musculus) oriundos do Biotério Central da Universidade Federal
do Ceara. Estes foram alojados dentro de gaiolas de polipropileno e grades
metalicas apropriadas em pequenos grupos do mesmo sexo (n&do excedendo 5
animais por gaiola para ratos ou 10 animais por gaiola para camundongos). A
temperatura do local foi de 22 °C + 5 °C. A iluminacdo foi artificial, com uma
alternancia de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. Os animais tiveram livre acesso

a alimentacgao (racao especifica) e agua.

Foram utilizados animais (fémeas ou machos) adultos, jovens, saudaveis e que
nao tenham sido anteriormente submetidos a processos experimentais. O numero
de animais utilizados foi reduzido ao minimo cientificamente aceitavel. No inicio do
estudo, a variagdo de massa dos animais foi a minima possivel, ndo excedendo + 20

% da massa média de cada grupo.

Os animais foram identificados de forma inequivoca, e foram aclimatados
as condicdes do biotério durante pelo menos cinco dias. A dor e o sofrimento dos
animais no decurso dos ensaios foram minimizados de acordo com o0s principios
éticos de experimentacado animal da COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal). Todos os experimentos foram realizados de acordo com os principios éticos
de experimentacdo animal preconizados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

da Universidade Federal do Ceara.

3.6. Procedimento experimental

3.6.1. Obtencao da piplartina (29)

Para obtencgao da piplartina, raizes de Piper tuberculatum foram coletadas em

setembro de 2004 no Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara, Fortaleza-
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Cear4, Brasil. A exsicata (n° 34736) foi depositada no Herbario Prisco Bezerra, do

Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara.

Raizes de P. tuberculatum (420,0 g) foram macerados com uma mistura de
éter de petroleo e acetato de etila 1:1 (1,5 L) por 24 h (3x). A mistura de solventes foi
removida por rotoevaporagao produzindo um solido amarelado (13,24 g), o qual foi
cristalizado com metanol quente para obter piplartina (4,35 g, e ponto de fusdo de
122,2 e 122,6 °C). Rendimento 32,46 %. A estrutura da piplartina foi determinada por
analise espectroscopica e comparagao dos dados da literatura (ATAL et al., 1975;
BRAZ-FILHO et al., 1981).

3.6.2. Obtencao do N-3,4,5-trimetoxidihidrocinamoil-dihidropiridin-2-ona (30)

Para a obtencéo do (30) a partir da piplartina, uma reagao de hidrogenagao
foi realizada utilizando um sistema de hidrogenacdo sob pressdo. A esse sistema
foram adicionados 100 mg de piplartina solubilizados em 20 mL de diclorometano e
rédio como catalisador da reagao. O sistema foi mantido sob agitagdo magnética por
aproximadamente 24 horas, atmosfera de hidrogénio e uma presséo de 3,5 atm.
Apos este periodo, o catalisador foi removido por filtragdo. Analise por CCD revelou,
que o produto ndo estava puro, sendo submetido a fracionamento cromatografico
em coluna flash de gel de silica pré-empacotada com diclorometano. Apos eluigéo
com o mesmo solvente, obteve-se 27 mg de liquido viscoso amarelado. Rendimento

27 %. Sua estrutura foi determinada por analise espectroscopica (figura 9).

3.6.3. Obtencgé&o do N-3,4,5-trimetoxicinamoil-1,2-aminoetano (31)

Para a obtencao do (31) 100 mg da piplartina foram dissolvidos em 5 mL de
cloroférmio e acondicionados em baldo de 50 mL. A solugéo foram adicionados 1 mL
de 1,2-diaminoetano. O sistema foi mantido sob agitagdo magnética a temperatura
ambiente por aproximadamente 2 horas. Andlise comparativa por CCD sugeriu o
final da reacao, através do desaparecimento da mancha relativa ao material de
partida. A elaboragcdo da reacdo foi realizada adicionando-se 30 mL de agua

destilada a mistura reacional, seguida de extracdo com cloroférmio (3 x 10 mL). As
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fases orgéanicas foram reunidas e secas com sulfato de sddio anidro e evaporadas
sob pressdo reduzida. O produto da reagdo foi 97 mg, de um material gelatinoso
amarelado, que se mostrou homogéneo em CCD, o qual foi identificado com sendo
0 (31). Rendimento 97%. Sua estrutura foi determinada por analise espectroscopica

(figura 9).

3.6.4. Obtencgé&o do O-3,4,5-trimetoxicinamoil-1,2-etanodiol (32)

Para a obtencgao do (32) 1,5 mL de etilenoglicol foram adicionados a 100 mg
da piplartina, dissolvidos em 15 mL de diclorometano e acondicionados em baldo de
50 mL. A mistura reacional foram adicionados 1 mL da solugdo aquosa de hidréxido
de sddio 10% (p/v). A reagao se processou sob agitagdo magnética e refluxo por um
periodo de 24 horas. Analise comparativa por CCD sugeriu o final da reagao, através
do desaparecimento da mancha relativa ao material de partida. A elaboragao da
reacao foi realizada adicionando-se 20 mL de agua destilada a mistura reacional,
seguida de extragdo com diclorometano (3 x 10 mL) como fase organica. Ao termino
da extragéo, a fase aquosa foi desprezada e as fases organicas foram reunidas e
secas com sulfato de sédio anidro e evaporadas sob pressao reduzida. O produto
reacional apresentou-se como um solido amarelo pesando 55 mg, que se mostrou
homogéneo em CCD, o qual foi identificado como sendo o (32). Rendimento 55%.

Sua estrutura foi determinada por analise espectroscopica (figura 9).

3.6.5. Obtencédo do acido 3,4,5-trimetoxicinamico (33)

Para a obtencéo do (33) 100 mg da piplartina foram dissolvidos em 30 mL
de acetona e acondicionados em baldo de 50 mL. A solucdo foram adicionados 10
mL de acido cloridrico 2N. O sistema foi mantido sob refluxo por um periodo de 2
horas. O desenvolvimento da reacdo foi acompanhada por CCD até o
desaparecimento da mancha relativa ao material de partida. A elaboracao da reacao
foi realizada adicionando-se 30 mL de agua destilada a mistura reacional, seguida
de extragdo com cloroférmio (3 x 15 mL). Ao termino da extragao, a fase aquosa foi

desprezada e as fases organicas foram reunidas e secas com sulfato de sdodio
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anidro e evaporadas sob pressao reduzida. O produto reacional apresentou-se como
um solido incolor pesando 44 mg, o qual foi identificado como sendo o (33).
Rendimento 44 %. Sua estrutura foi determinada por analise espectroscépica (figura
9).

3.6.6. Obtencao do S-3,4,5-trimetoxicinamoil-benzeno (34)

Para a obtencéo do (34) 100 mg da piplartina foram dissolvidos em 15 mL
cloroférmio e acondicionados em baléo de 50 mL. A solugéo foram adicionados 1 mL
de tiofenol e uma quantidade equimolecular de KOH, para tornar o tiofenol mais
nucleofilico. A mistura reacional foi mantida sob refluxo por 2 horas. O término da
reacao foi acompanhado por CCD, quando foi observado o desaparecimento da
mancha relativa ao material de partida. A elaboragcdo da reacido foi realizada
adicionando-se 30 mL de agua destilada a mistura reacional, seguida de extracao
com cloroférmio (3 x 15 mL). As fases organicas foram reunidas e secas com sulfato
de sodio anidro e evaporadas sob pressao reduzida. O produto reacional
apresentou-se como um solido branco pesando 80 mg, o qual foi identificado como
sendo o (34). Rendimento 80 %. Sua estrutura foi determinada por analise

espectroscopica (figura 9).

O estudo quimico foi realizado no Departamento de Quimica Orgéanica e
Inorganica da Universidade Federal do Ceara, sob a orientagdo do professor Dr.
Edilberto Rocha Silveira, da professora Dr® Mary Anne Sousa Lima, da professora
Dr2 Otilia Deusdénia Loiola Pessoa e da professora Dr? Jane Eire Silva Alencar de

Menezes.
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Figura 9 — Estrutura quimica dos analogos da piplartina.
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3.6.7. Estudo da atividade citotéxica

O estudo da atividade citotoxica da piplartina e seus analogos foi realizado em
células humana tumorais. Adicionalmente, a atividade citotoxica da piplartina foi

avaliada em células humana normais.

3.6.7.1. Ensaio de citotoxicidade em células tumorais

3.6.7.1.1. Principio do teste

A avaliagao do potencial citotoxico das substancias testes foram realizada em
células tumorais humanas (HL-60 - leucemia promielocitica, HCT-8 — carcinoma de
célon, SF-295 — glioblastoma e MDA-MB-435 — melanoma) através do método do
MTT apds 72 horas de incubagado. Este € um ensaio quantitativo in vitro que foi
desenvolvido por Mossman em 1983 para estimacgao de proliferagao e sobrevivéncia
celular. E definido na literatura como apropriado para estimativa de citotoxicidade
(PESSOA et al.,, 2000; COSTA-LOTUFO et al.,, 2004; BEZERRA et al., 2005;
BEZERRA et al., 2008) e baseia-se na capacidade da succinato desidrogenase, uma
enzima do Ciclo de Krebs ativa em mitocondrias de células viaveis, em converter o
sal de tetrazolium (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, ou MTT),
que é hidrossoluvel e de cor amarelada, em cristais de formazan, que sao de cor
azul escura. Essa técnica tem a capacidade de analisar a viabilidade e o estado

metabdlico da célula, sendo assim, bastante util para avaliar a citotoxicidade.

3.6.7.1.2. Procedimento experimental

As células em suspensdo ou monocamadas foram distribuidas em multiplacas
de 96 cavidades numa densidade de 0,3 x 10° células/mL, para células em
suspensdo (HL-60) e 0,7 x 10° células/mL para as células aderidas (MDA-MB-435,
SF-295 e HCT-8). Apos 24 horas de incubagdo, as substancias testes (0,09 a 25
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Mg/mL) dissolvidos em DMSO foram adicionados em cada poco, utilizando o HTS
(high-throughput screening), e encubadas por 72 horas. A doxorrubicina foi utilizada
como controle positivo com concentragées variando de 0,003 a 0,25 ug/mL. O
controle negativo recebeu a mesma quantidade de DMSO. Apds o periodo de
incubacdo, as placas foram centrifugadas (15 G/15 min), e o sobrenadante foi
descartado. Cada cavidade recebeu 200 pL da solugdo de MTT (0,5 mg/mL em meio
RPMI 1640) e foi reincubada durante 3 horas, em estufa a 37 °C e a 5% CO,. Apos
esse periodo, as placas foram novamente centrifugadas (30 G/10 min), o
sobrenadante foi desprezado, e o precipitado foi ressuspendido em 150 uL de
DMSO. Para a quantificagdo do sal reduzido nas células vivas, as absorbancias
foram lidas com o auxilio do espectrofotometro de placa, no comprimento de onda
de 595 nm (MOSSMAN et al., 1983).

3.6.7.1.3. Analise dos dados

As substancias foram testadas em diluicdes seriadas, em duplicata ou
triplicata. Foi registrada a percentagem de inibicdo x log da concentracdo e
determinado suas Clsp (concentragéo inibitéria média capaz de provocar 50% do
efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianga (IC 95%) realizado a partir
de regressdo nao-linear utilizando o programa Prisma versédo 5.0 (GraphPad

Software).

3.6.7.2. Ensaio de citotoxicidade em células normais

3.6.7.2.1. Principio do teste

Para avaliar a citotoxicidade do composto teste sobre a proliferacdo de
células normais, o ensaio do alamar blue foi realizado utilizando células PBMC
(Peripheral blood mononuclear cells - células mononucleadas de sangue periférico
humano, que inclui linfécitos e mondcitos) apdés 72 horas de exposigdo com o

composto teste. O alamar blue, recentemente identificado como resazurina
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(O'BRIEN et al., 2000), € um indicador fluorescente/colorimétrico com propriedades
redox. Como com os sais de tetrazdlio, o alamar blue reduz-se em células em
proliferagdo. A forma oxidada é azul (ndo fluorecente/célula ndo viavel) e a forma
reduzida é rosea (fluorescente/célula viavel). A redugdo do alamar blue reflete a
proliferacdo celular. Este foi inicialmente utilizado para indicar crescimento e/ou
viabilidade celular no monitoramento de proliferagdo de linfécitos (AHMED et al.,

1994) e atualmente apresenta varias aplicagoes.

3.6.7.2.2. Procedimento experimental

Inicialmente, as células PBMC foram plaqueadas em placas de 96 cavidades
(3 x 10* células/poco em 100 pL de meio). Apdés 24 horas de incubacdo, as
substancias testes (0,09 a 25 pg/mL) dissolvidos em DMSO foram adicionados em
cada poco, utilizando o HTS, e incubadas por 72 horas. A doxorrubicina (0,09 a 25
pg/mL) foi utilizada como controle positivo. O controle negativo recebeu a mesma
quantidade de DMSO. Vinte e quatro horas antes do final do periodo de incubacéo,
10 pL da solugdo estoque (0,312 mg/mL)de alamar blue (resazurina) foram
adicionados a cada poc¢o. As absorbancias foram mensuradas nos comprimentos de
onda de 570 nm (reduzido) e 595 nm (oxidado) utilizando uma leitora de placa
(AHMED et al., 1994).

3.6.7.2.3. Analise dos dados

A proliferagdo celular foi calculada utilizando a seguinte formula: %
proliferacdo = Aiw — (Anw X Rp) x 100. Onde, ALw € Apw Sé@o as absorbancias no
menor € maior comprimento de onda, respectivamente. O R, foi calculado utilizando
a seguinte féormula: Ro=AO_w/AOnw. Onde, AO w e AOpw sdo as absorbéncias do
meio adicionado ao alamar blue subtraido das absorbancias do meio isolado nos
comprimentos de onda menor e maior, respectivamente. A substancia foi testada em
diluicdo seriada, em duplicata ou triplicata. Foi registrada a percentagem de inibigao

x log da concentragdo e determinado suas Clsp e seus respectivos intervalos de
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confianga (IC 95%) realizado a partir de regressao nao-linear utilizando o programa

Prisma verséo 5.0 (GraphPad Software).

3.6.8. Estudo do mecanismo de acéao citotéxico em células HL-60

O estudo do mecanismo de acado citotoxico da piplartina foi realizado
utilizando a linhagem leucémica HL-60 como modelo. Foram avaliados a viabilidade
celular, o potencial transmembranico da mitocdndria e o conteudo de DNA nuclear
da célula, que reflete as fases do ciclo celular, por citometria de fluxo. O efeito da
piplartina sobre a ativagdo da caspase-3 também foi avaliado. Adicionalmente, o

indice mitético foi determinado por coloracéo diferencial por hematoxilina/eosina.

3.6.8.1. Determinacgéao da viabilidade celular

3.6.8.1.1. Principio do teste

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

3.6.8.1.2. Procedimento experimental

A determinacdo da integridade da membrana celular foi avaliada por
citometria de fluxo utilizando o Pl como agente fluorogénico. A doxorrubicina (0,3

pMg/mL) foi usada como controle positivo em todos os experimentos. O controle

=75 -



Materiais e Métodos

negativo foi tratado com o veiculo (DMSO) usado para diluir a substancia. As
concentragdes utilizadas da piplartina neste estudo foram previamente determinadas
(BEZERRA et al., 2007).

As células HL-60 foram plaqueadas na densidade de 3 x 10° células/mL com
diferentes concentragdes da piplartina (2,5 pg/mL, 5 yg/mL e 10 pg/mL). Uma
aliquota de 50 pL foi recolhida 3 h, 6 h, 12 h e 24 h ap6s a incubagdo com a
substancia. As células foram diluidas com a solugéo de Pl (2 yg/mL em PBS), na
auséncia de luz e a 37 °C, e, apdés 5 minutos, analisadas por citometria de fluxo
(MILITAO et al., 2006). Os ensaios foram realizados em trés experimentos
independentes realizados em triplicatas. Cinco mil eventos foram analisados em

cada amostra.

3.6.8.1.3. Anélise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. de n experimentos.
Para avaliagédo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes grupos,
os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de

Student Newman-Keuls com a utilizacdo do programa GraphPad Prisma versao 5.0.

3.6.8.2. Determinacgéao do potencial transmembréanico da mitocondria

3.6.8.2.1. Principio do teste

A mitocOndria é responsavel pela iniciagcdo da via intrinseca da apoptose.
Quando bcl-2/xI é liberado da membrana externa da mitocdndria, forma-se um poro
permitindo a saida de H+, causando despolarizagdo mitocondrial, e também seguida
de fatores como citocromo ¢, Smac/Diablo, dentre outros. A rodamina 123, um
corante fluorescente nucleofilico, &€ sequestrado pra dentro da mitocéndria quando
esta apresenta seu potencial transmembranico inalterado. Assim, as células viaveis
emitirdo alta fluorescéncia verde devido a maior quantidade de rodamina 123 ligada

as cargas positivas internas, enquanto que as mitocéndrias despolarizadas teréao
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menor afinidade pelo corante, gerando eventos que emitirdo menor fluorescéncia.
Deste modo, este ensaio foi utilizado para a investigagdo da ativagdo da via
apoptadtica intrinseca por parte da substancia em estudo através da observacao da

alteracao do potencial transmembranico mitocondrial (MARCHETTI et al., 1996).

3.6.8.2.2. Procedimento experimental

A determinagdo do potencial transmembranico da mitocéndria da célula foi
avaliada por citometria de fluxo utilizando a rodamina 123 como agente fluorogénico.
A doxorrubicina (0,3 upg/mL) foi usada como controle positivo em todos os
experimentos. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO) usado para
diluir a substancia. As concentragdes utilizadas da piplartina neste estudo foram
previamente determinadas (BEZERRA et al., 2007).

As células HL-60 foram plaqueadas na densidade de 3 x 10° células/mL com
diferentes concentragbes da piplartina (2,5 pg/mL, 5 pyg/mL e 10 pg/mL). Uma
aliquota de 50 uL foi recolhida 3 h, 6 h, 12 h e 24 h apds a incubagdo com a
substancia. As células foram diluidas com a solugéo de rodamina 123 (1 pyg/mL em
PBS), na auséncia de luz e a 37 °C, e, apds 15 minutos. Apds o periodo de
incubacédo as células foram centrifugadas e o precipitado foi ressuspendido em PBS
e reincubado por 30 minutos e, ent&o, analisadas por citometria de fluxo (MILITAO et
al.,, 2006). Os ensaios foram realizados em trés experimentos independentes

realizados em triplicatas. Cinco mil eventos foram analisados em cada amostra.

3.6.8.2.3. Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. de n experimentos.
Para avaliagdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes grupos,
os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de

Student Newman-Keuls com a utilizagdo do programa GraphPad Prisma versao 5.0.
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3.6.8.3. Determinacao da ativacéo da caspase-3

3.6.8.3.1. Principio do teste

As caspases pertencem a familia de proteases cisteinas, podendo ser divididas
em caspases inflamatérias e caspases apoptéticas, os quais podem ser incluidas
nos grupos de caspases iniciadoras (como no caso da apoptose as caspases-8 e -9)
e efetoras (como no caso da apoptose as caspases-3 e -7). A ativagdo da caspase-3
possui papel central no mecanismo de apoptose. A caspase-3 € responsavel pela
clivagem de varios componentes celulares relacionados ao reparo e controle do
DNA. Assim, a dosagem da caspase-3 permite o estudo de mecanismos apoptoéticos
(MEHMET, 2002).

3.6.8.3.2. Procedimento Experimental

A atividade de caspase-3 foi avaliada utilizando-se kit colorimétrico de protease,
de acordo com as recomendagdes do fabricante. O método é baseado na deteccao
espectrofotométrica do cromoéforo p-nitroanilida (pNA) apés clivagem dos substratos
X-pNA, onde X representa a sequéncia de aminoacidos reconhecidos por caspases
especificas: Asp-Glu-Val-Asp (DEVD)-pNA para a caspase-3. Inicialmente, células
HL-60 (2 x 10° células/mL) foram incubadas por 24 horas com diferentes
concentragdes de piplartina (2,5 pg/mL, 5,0 yg/mL e 10, ug/mL) em estufa umida a
37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,. Apds o periodo de incubagao as células
foram centrifugadas e lisadas em gelo. A quantidade de proteina no lisado foi
determinada utilizando-se o ensaio para dosagem de proteina pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976). Em seguida, 100-200 pg de proteinas foram
incubadas com o substrato em placa de 96 cavidades. A densidade optica das
amostras foi medida em comprimento de onda de 405 nm (MILITAO et al., 2006). A
atividade de caspase nas amostras foi determinada em relagcdo ao controle néo

tratado e expresso como atividade de caspase-3 especifica (Ul/mg de proteina).
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3.6.8.3.3. Anélise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média £ E.P.M. de n experimentos. Para
avaliacao da ocorréncia de diferencgas significativas entre os diferentes grupos, os
dados foram comparados por analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de

Student Newman-Keuls com a utilizagdo do programa GraphPad Prism versao 5.0.

3.6.8.4. Determinacédo do conteudo de DNA nuclear da célula

3.6.8.4.1. Principio do teste

O ciclo celular é constituido pelas seguintes fases: G1, S, G, e M. Durante o
periodo de crescimento celular (fase G1) uma célula dipldide apresenta um conteudo
2n (n — conteudo de um conjunto hapldide de cromossomos) de DNA nuclear, possui
duas cépias de cada gene. Durante a fase S ocorre a duplicagcdo do genoma nuclear
(2-4n) e na fase seguinte (fase G,) ocorre o segundo periodo de crescimento celular,
durante o qual o conteudo em DNA nuclear € mantido no nivel 4n. Em seguida
ocorre a mitose (fase M, 4n) durante a qual a célula se divide, formando duas células
filhas, cada uma com um conteudo 2n em DNA. As células que nao se encontram
em divisdo celular (Gp) apresentam um conteudo 2n de DNA. Assim, as diferentes
fases do ciclo celular podem ser determinadas a partir do conteudo de DNA que elas
apresentam. Deste modo, o resultado da distribuicdo do conteudo de DNA nuclear
de uma populacao de células pode dar-se em Go/Gq, S e Go/M (SHAPIRO, 1985;
CIBAS, 1995).

Para determinacdo do conteudo de DNA nuclear da célula foi utilizado o PI
como agente fluorogénico. Esse teste baseia-se na capacidade do Pl se ligar ao
DNA. Inicialmente a membrana plasmatica das células é lisada por um detergente
para que o Pl possa se ligar ao nucleo. Assim, as fases do ciclo celular foram
determinadas através do conteudo do DNA que elas apresentavam (MELAMED et
al., 1979; SHAPIRO, 1985; CIBAS, 1995).
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3.6.8.4.2. Procedimento experimental

A determinagao do conteudo de DNA nuclear da célula, que reflete as fases
do ciclo celular, foi avaliada por citometria de fluxo utilizando o Pl como agente
fluorogénico. A doxorrubicina (0,3 ug/mL) foi usada como controle positivo em todos
os experimentos. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSQO) usado para
diluir a substéncia. As concentragbes utilizadas da piplartina neste estudo foram
previamente determinadas (BEZERRA et al., 2007).

As células HL-60 foram plaqueadas na densidade de 3 x 10° células/mL com
diferentes concentragdes da piplartina (2,5 pg/mL, 5 yg/mL e 10 pg/mL). Uma
aliquota de 50 pL foi recolhida 3 h, 6 h, 12 h e 24 h ap6s a incubagdo com a
substancia. As células foram diluidas com a solugao de lise contendo o PI (0,1% de
citrato de sddio, 0,1 % de triton X-100 e 2 pg/mL iodeto de propideo em PBS), na
auséncia de luz e a 37 °C, e, apos 30 minutos, analisadas por citometria de fluxo
(MILITAO et al., 2006). Os ensaios foram realizados em trés experimentos
independentes realizados em triplicatas. Cinco mil eventos foram analisados em

cada amostra.

3.6.8.4.3. Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. de n experimentos.
Para avaliacao da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos,
os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de

Student Newman-Keuls com a utilizagdo do programa GraphPad Prisma versao 5.0.

3.6.8.5. Determinacéo do indice mitético

3.6.8.5.1. Principio do teste
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O indice mitotico representa a razao entre o niumero de células em mitose e o
numero total de células. Este representa a proliferacdo celular de uma dada
populacdo de células. O indice mitético € uma importante ferramenta em estudos
células e genéticos (HUANG et al., 2003). Neste estudo, o calculo do indice mitético
foi utilizado para determinar a porcentagem de células em mitose e compara-la com

a percentagem de células em G,/M determinada por citometria de fluxo.

3.6.8.5.2. Procedimento experimental

O indice mitético foi determinado por coloracdo diferencial por
hematoxilina/eosina. A doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle positivo
em todos os experimentos. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO)
usado para diluir a substancia. As concentracdes utilizadas da piplartina neste

estudo foram previamente determinadas (BEZERRA et al., 2007).

As células HL-60 foram plaqueadas na densidade de 3 x 10° células/mL com
diferentes concentragdes da piplartina (2,5 pg/mL, 5 yg/mL e 10 pg/mL). Uma
aliquota foi recolhida 3 horas apds a incubacdo com a substancia. Para observar a
morfologia, 50uL da suspenséao de células foram adicionadas a centrifuga de lamina.
Apos a adesao das células na lamina, a fixacao foi feita com metanol 100% por 1
minuto e a coloragdo, primeiramente, realizada foi a hematoxilina, seguida pela
eosina. O material foi observado em microscopio 6tico, com aumento de 400X,
contando-se o numero de células em fase da mitose (profase, metafase, anafase e
teléfase) e em interfase. Um total de 1000 células foi contado em cada lamina
(HUANG et al.,, 2003). Os ensaios foram realizados em trés experimentos

independentes realizados em ftriplicatas.

3.6.8.5.3. Analise dos dados

O indice mitético foi obtido dividindo-se o numero de células em mitose
(profase + metafase + anafase + telofase) pelo numero total de células (intérfase +

mitose) multiplicando-se por 100. Os dados foram analisados a partir da média +
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E.P.M. de n experimentos. Para avaliacdo da ocorréncia de diferencgas significativas
entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Student Newman-Keuls com a utilizacdo do

programa GraphPad Prisma versao 5.0.

3.6.9. Estudo da atividade genotdxica e mutagénica

No estudo da atividade genotédxica in vitro, o ensaio do cometa, em células
V79 (fibroblastos de pulmdo de Hamster Chinés), foi realizado para avaliar danos a
fita simples e a fita dupla do DNA induzidos pela piplartina. Adicionalmente, o estudo
do mecanismo de agdo genotdxica foi avaliado por citometria de fluxo. A atividade
mutagénica da piplartina foi investigada em dois modelos classicos: ensaio de
mutacao génica reversa em Salmonella typhimurium (modelo procariético) e ensaio
de mutagenicidade e recombinogénese em Saccharomyces cerevisiae (modelo
eucariotico). Para avaliar o potencial genotoxico/mutagénico in vivo da piplartina, o

ensaio do micronucleo em medula éssea foi realizado em camundongos.

3.6.9.1. Ensaio de genotoxicidade in vitro - Dano ao DNA - Ensaio do cometa

3.6.9.1.1. Principio do teste

O ensaio cometa ou SCGE (Single Cell Gel Electrophoresis Assay) foi
desenvolvido por Singh e colaboradores (1988) para detectar quebra de fitas simples
e duplas na molécula de DNA induzidas por substancias com potencial genotoxico,
tais como agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes. Sendo muito utilizado em
estudo de genética toxicoldgica, a fim de um biomonitoramento ambiental ou no
monitoramento populacional em humanos. Entretanto, este teste & utilizado como
um indicativo e ndo como um teste mutagénico. Este pode ser utilizado tanto em
células de animais quanto vegetais in vitro e in vivo (FAIRBAIRN et al., 1995;
ANDERSON et al., 1994; SILVA et al., 2003a).
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3.6.9.1.2. Procedimento experimental

A avaliagédo do potencial genotdxico da piplartina, avaliado através do ensaio
do cometa, foi realizado na linhagem celular V79. O ensaio do cometa foi realizado
em condi¢cbes alcalinas e em condigbes neutras (HARTMANN & SPEIT, 1997,
SINGH & SINGH, 2002; WOJEWODZKA et al. 2002). O metano sulfonato de metila
foi usado como controle positivo em todos os experimentos. O controle negativo foi

tratado com o veiculo (DMSO) usado para diluir a substancia.

Inicialmente foi avaliada a atividade citotdxica da piplartina na linhagem V79
para a determinagao das concentracdes a serem usadas no teste. Foram semeadas
500 células em placas de 60 mm para determinar a capacidade de formagao de
colbénia. A piplartina foi adicionada ao meio apds a adesao das células. Apds 5 dias
de incubagao, as células foram fixadas em etanol e as colénias com 50 ou mais
células foram coradas com Giemsa, contadas e a porcentagem de sobrevivéncia,
relativa ao controle, foi calculada. A piplartina foi citotdxica em concentracées acima
de 10 ug/mL. As concentragdes 1 ug/mL, 2,5 ug/mL, 5 pg/mL e 10 yg/mL foram

escolhidas para os estudos de genotoxicidade.

Para o estudo da atividade genotdxica, células V79 (3 X 10° células em 5 mL)
foram incubadas por 3 horas com diferentes concentragdes da piplartina. Apos o
periodo de incubacgéo, as células foram lavadas com PBS gelado, removidas com
100 pL de tripsina 0,15% e ressuspensas em meio completo. Em seguida, 20 pL da
suspensdo de células (~10° células/mL) foi dissolvido em 0,5% em agarose com
baixo ponto de fusdo e imediatamente espalhada sobre uma lamina pré-tratada com
1% de agarose com baixo ponto de fusédo. As células foram, entdo, colocadas em
solugdo de lise por pelo menos 1 hora a 4 °C. Em seguida foram dispostas
horizontalmente na cuba de eletroforese e preenchida com tampao de corrida, em
pH ~ 13, para o ensaio do cometa em condigdes alcalinas (HARTMANN & SPEIT,
1997; SINGH & SINGH, 2002) ou em pH ~ 8,0 para o ensaio do cometa em
condigdes neutras (WOJEWODZKA et al., 2002), por 60 min para permitir o
equilibrio com o tampao de corrida. A eletroforese foi conduzida em baixa

luminosidade por 20 min, usando 14 V e uma corrente de 12 mA (0,5 V/cm). Apds a
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corrida eletroforética, as laminas foram retiradas e mergulhadas na solugado de
neutralizagdo durante 5 minutos. A analise foi realizada por coloragao com nitrato de
prata (NADIN et al. 2001) e as células foram contadas em microscopio optico. Os
ensaios foram realizados em trés experimentos independentes realizados em

triplicatas.

Este estudo de genotoxicidade em V79 foi realizado no Centro de
Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob a orientacdo do

professor Dr. Jodo Antonio Pegas Henriques e da professora Dr? Jenifer Saffi.

3.6.9.1.3. Analise dos dados

A analise foi realizada de acordo com o padrdo de escores previamente
determinados pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa (BURLINSON et al.,
2007; HARTMANN & SPEIT, 1997; TICE et al.,, 2000). Foram, contados 50
cometas/lamina e classificados, de acordo com a percentagem de DNA na cauda do
cometa, indicando o grau de quebra do DNA, de acordo com a figura 10. Onde 0 =
sem danos (<5%), 1 = baixo nivel de danos (5-20%), 2 = médio nivel de danos (20-
40%), 3 = alto nivel de danos (40-95%) e 4 = dano total (95%). Foram calculados o
indice (ID) e a frequéncia (FD) de danos. O ID foi obtido pela seguinte formula: ID =
400 - > Escores. A FD representa a porcentagem de células que sofrem danos no
DNA. Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. de n experimentos.
Para avaliagdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes grupos,
os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de
comparagdes multiplas de Tukey com a utilizagdo do programa GraphPad Prisma

versao 5.0.
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¥ =

(54

Figura 10 - Representacao dos tipos de cometas corados com prata e visualizados
em microscopio optico, sendo indicado o escore atribuido para cada cometa de
acordo com o dano. a) tipos 0 (verde) e 1 (amarelo); b) tipos 2 (vermelho) e 3 (azul);
c) tipo 4. Fonte: NADIN et al. 2001.
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3.6.9.2. Estudo do mecanismo de acao genotéxico em células V79

O estudo do mecanismo de agao genotoxico da piplartina foi realizado na
linhagem celular V79 (fibroblastos de pulmdo de Hamster Chinés). Foram avaliados
a viabilidade celular, o potencial transmembranico da mitocéndria e o conteudo de

DNA nuclear da célula, que reflete as fases do ciclo celular, por citometria de fluxo.

3.6.9.2.1. Determinagao da viabilidade celular

3.6.9.2.1.1. Principio do teste

Ver item 3.6.8.1.1.

3.6.9.2.1.2. Procedimento experimental

A determinagcdo da integridade da membrana celular foi avaliada por
citometria de fluxo utilizando o Pl como agente fluorogénico. A doxorrubicina (1
pMg/mL) foi usada como controle positivo em todos os experimentos. O controle
negativo foi tratado com o veiculo (DMSO) usado para diluir a substancia. As
concentracbes utilizadas da piplartina neste estudo foram previamente

determinadas.

As células V79 foram plaqueadas na densidade de 2 x 10° células/mL com
diferentes concentragdes da piplartina (5 pg/mL e 10 ug/mL). Uma aliquota de 50 uL
foi recolhida 3 horas apds a incubagdo com a substéncia. A analise foi realizada de

acordo com o item 3.6.8.1.2.

3.6.9.2.1.3. Anélise dos dados
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Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. de n experimentos.
Para avaliagdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes grupos,
os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de

Student Newman-Keuls com a utilizagdo do programa GraphPad Prisma versao 5.0.

3.6.9.2.2. Determinacao do potencial transmembréanico da mitocéndria

3.6.9.2.2.1. Principio do teste

Ver item 3.6.8.2.1.

3.6.9.2.2.2. Procedimento experimental

A determinacao do potencial transmembranico da mitocdndria da célula foi
avaliada por citometria de fluxo utilizando a rodamina 123 como agente fluorogénico.
A doxorrubicina (1 pg/mL) foi usada como controle positivo em todos os
experimentos. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO) usado para
diluir a substancia. As concentragdes utilizadas da piplartina neste estudo foram

previamente determinadas.

As células V79 foram plaqueadas na densidade de 2 x 10° células/mL com
diferentes concentragdes da piplartina (5 pg/mL e 10 uyg/mL). Uma aliquota de 50 uL
foi recolhida 3 horas apds a incubacdo com a substancia. A analise foi realizada de

acordo com o item 3.6.8.2.2.

3.6.9.2.2.3. Anédlise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. de n experimentos.

Para avaliacao da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes grupos,
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os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de

Student Newman-Keuls com a utilizagdo do programa GraphPad Prisma versao 5.0.

3.6.9.2.3. Determinacao do conteudo de DNA nuclear da célula

3.6.9.2.3.1. Principio do teste

Ver item 3.6.8.4.1.

3.6.9.2.3.2. Procedimento experimental

A determinagao do conteudo de DNA nuclear da célula, que reflete as fases
do ciclo celular, foi avaliada por citometria de fluxo utilizando o Pl como agente
fluorogénico. A doxorrubicina (1 pg/mL) foi usada como controle positivo em todos
os experimentos. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSQO) usado para
diluir a substancia. As concentragdes utilizadas da piplartina neste estudo foram

previamente determinadas.

As células V79 foram plaqueadas na densidade de 2 x 10° células/mL com
diferentes concentragdes da piplartina (5 pg/mL e 10 uyg/mL). Uma aliquota de 50 uL
foi recolhida 3 horas apds a incubacdo com a substancia. A analise foi realizada de

acordo com o item 3.6.8.4.2.

3.6.9.2.2.3. Anédlise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. de n experimentos.
Para avaliacao da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos,
os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de

Student Newman-Keuls com a utilizagdo do programa GraphPad Prisma versao 5.0.
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3.6.9.3. Teste de Ames — ensaio de mutacao génica reversa em Salmonella

typhimurium — teste Salmonella — microssoma

3.6.9.3.1. Principio do teste

O teste de Ames foi desenvolvido por Bruce Ames e colaboradores na década
de 70. Tem sido utilizado, mundialmente, nas ultimas décadas para avaliar a
mutagenicidade de substancias quimicas puras e misturas complexas (HENRIQUES
et al., 1987; ROLLA, 1995; MORTELMANS & ZEIGER, 2000). O teste emprega
linhagens de Salmonella typhimurium (células procariéticas) derivadas da parental
LT2, auxotréficas para histidina (his-), apresentando diferentes mutagdes no operon
deste aminoacido. A maioria das linhagens bacterianas utilizadas no teste apresenta
caracteristicas que as tornam mais sensiveis para deteccdo de mutacdes, incluindo
sequéncias sitio especificas no DNA que respondem positivamente para reversao,
aumento da permeabilidade celular a grandes moléculas, auséncia do sistema de
reparo de DNA livre de erro e plasmideos contendo genes que causam aumento do

processo de reparo sujeito a erro (GRIFFITHS et al., 2002).

Essas linhagens nao sédo capazes de crescer em meio de cultura minimo,
sem histidina, a menos que ocorram mutagdes que restaurem sua capacidade de
sintese. Suspensdes de células bacterianas sdo expostas a amostra-teste, na
presenca € na auséncia de um sistema de ativagcdo metabdlica exdgeno, e
plagueadas em meio de cultura minimo. O numero de revertentes & facilmente
medido pela contagem de col6nias que crescem nesse meio de cultura apds a
exposicao de uma populagédo de bactérias a amostra a ser testada (HENRIQUES et
al., 1987). Os testes sao acrescidos de uma fonte exdégena de metabolizagao
visando mimetizar parcialmente as condi¢gdes de metabolizacdo de mamiferos
(RABELO-GAY et al, 1991).

3.6.9.3.2. Procedimento experimental
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Na avaliagao do potencial mutagénico da piplartina, realizado através do teste
de Ames (modelo procariotico), foram usadas linhagens de S. typhimurium que
detectam mutagdes do tipo deslocamento do quadro de leitura (TA98 e TA97a) e
mutacdes por substituicdo de pares de bases (TA100 e TA102). Foram usados
controles positivos especificos para cada linhagem. O controle negativo foi tratado

com o veiculo (DMSO) usado para diluir a substancia.

Inicialmente foi avaliada a atividade citotoxica da piplartina na linhagem TA
100 de S. typhimurium para a determinagdo das concentragdes a serem usadas no
teste. As culturas foram colocadas em agitador (100 rpm) a 37 °C, ao abrigo de luz,
por 11-14 horas. A piplartina foi citotoxica em concentragdes acima de 40 ug/mL. As
concentragbes 8 pyg/mL, 16 pg/mL, 32 pg/mL e 40 yg/mL foram escolhidas para os

estudos de mutagenicidade.

Para cada experimento, as culturas das linhagens-teste cresceram por 12
horas em caldo nutriente Oxoid N°2, até a densidade de 1-2 x 10° unidades
formadoras de colénias (UFC)/mL. Foi utilizada a fragdo microssomal - S9 que é
composta por um homogenato de figado de células de rato. A fragdo S9 é acrescida
de co-fatores adequados e necessita de condicoes de pH especificas para que as
reagcdes de metabolizacdo possam ocorrer. Para avaliar a atividade mutagénica foi
utilizado o teste de incorporagcdo em placas, que consiste na exposicdo das
linhagens testadas e a amostra a testar em placa de Agar glicose minimo na
presencga e auséncia de sistema de avaliagdo metabdlica S9 (0,5 mL). Os diferentes
componentes foram, primeiramente, adicionados aos tubos de teste esterilizados
contendo 2 mL de Agar de superficie liquido suplementado com histidina e biotina,
mantendo-os a temperatura de 45 °C. Os conteudos dos tubos foram misturados,
homogeneizados e vertidos sobre a superficie de uma placa contendo Agar minimo.
Apos solidificacdo do Agar de superficie, as placas foram incubadas invertidas e ao
abrigo da luz, por 48 horas, a 37 °C. O ensaio foi realizado em triplicata. Procedeu-
se, entdo, a contagem do numero de revertentes em todas as placas (MARON &
AMES, 1983; GATEHOUSE et al.,, 1994; MORTELMANS & ZEIGER, 2000). Os
ensaios foram realizados em trés experimentos independentes realizados em

triplicatas.
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Este estudo de metagénese S. typhimurium foi realizado no Centro de
Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob a orientacdo do

professor Dr. Jodo Antonio Pegas Henriques e da professora Dr? Jenifer Saffi.

3.6.9.3.3. Analise dos dados

Na analise do teste Salmonella/microssoma, foi utilizado o programa
Salmonel (MYERS et al.,, 1991; PICADA et al., 2003). Para o estudo da diferenga
entre doses e entre repeti¢des, foi utilizada a analise da variancia (ANOVA), seguida
de analise de regressao linear da curva dose-resposta. Os resultados foram
expressos em revertentes/placas ou pela razdo de mutagenicidade (RM), também
denominada de indice de mutagenicidade (IM). As amostras foram consideradas
com resultado positivo quando IM foi =2 2 em pelo menos uma das doses testadas e
quando houve uma relagcdo dose resposta entre as concentragdes testadas e o
numero de revertentes induzidos. A substancia foi considerada citotoxica quando o
IM foi < 0,6.

3.6.9.4. Ensaio de mutagénese e recombinogénese em Saccharomyces

cerevisiae

3.6.9.4.1. Principio do teste

Esse teste tem por objetivo avaliar agentes quimicos e sua atividade
mutagénica, utilizando como modelo Saccharomyces cerevisiae, que é um fungo
unicelular, que apresenta um ciclo eucaridtico tipico e completo. Os efeitos
mutagénicos podem ser avaliados em culturas hapldides e dipldides e em todos os
estagios do ciclo celular como G4, sintese de DNA, mitose e meiose, assim como 0s
elementos genéticos extranucleares, como as mitocondrias. A recombinagéo
mitética em células dipléides pode ser reflexo da expressdao das atividades de
reparacao celular em resposta aos danos introduzidos no genoma pelos agentes

quimicos. Substancias que produzem mutacdes frequentemente podem introduzir
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efeitos recombinantes (SILVA et al., 2003a). A levedura possui também um sistema
endogeno de ativagdo metabdlica, constituido pelo complexo enzimatico citocromo
p-450, o qual a torna capaz de ativar varios pré-mutagénicos sem necessidade de

ativagdo de um sistema exégeno (SILVA et al., 2003a).

Este teste se baseia na restauracdo ou compensacao de um defeito génico
responsavel por um requerimento nutricional (ZIMMERMANN, 1975). A restauragao
se deve a uma reversao exata do defeito original, enquanto que a compensagéo
pode ser devida a uma mutagdo secundaria dentro do gene (mutagédo supressora
interna) ou por uma mutagdo externa, como no caso dos alelos sem sentido
(nonsense — mutacdo que resulta na alteragdo de um coédon que determina um
aminoacido para um coédon de terminagdo da sintese protéica) (HAWTHORNE &
LEOPOLD, 1974; ATKIN et al., 1993). As células revertentes (mutantes ou
recombinogénicas) podem ser detectadas pela semeadura em placas contendo meio
seletivo no qual o fator de crescimento inicialmente requerido ndo esta presente, ou

esta em quantidades muito pequenas, permitindo um background de crescimento.

3.6.9.4.2. Procedimento experimental

A avaliagdo do potencial mutagénico foi realizada nas linhagens hapldides
N123 e XV185-14c de S. cerevisiae e o potencial recombinogénico foi realizado na
linhagem dipléide XS2316 de S. cerevisiae. O 4-nitroquinolina-N-6xido foi usado
como controle positivo em todos os experimentos. O controle negativo foi tratado

com o veiculo (DMSO) usado para diluir a substancia.

Inicialmente foi avaliada a atividade citotéxica da piplartina em fase
estacionaria ou exponencial de crescimento na linhagem XV185-14c de S.
cerevisiae. A piplartina apresentou atividade citotoxica apenas nas células na fase
exponencial de crescimento em concentragbes acima de 100 pg/mL. As
concentragdes 10 ug/mL, 25 pyg/mL, 50 ug/mL e 100 ug/mL foram escolhidas para os
estudos de mutagenicidade e recombinogénese em fase exponencial de

crescimento.

Em frasco de Erlenmeyer contendo 30 mL de YEL foi inoculada uma colbnia

isolada da linhagem e colocada para crescer em incubadora com agitagéo orbital, a
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180 rpm e 30 °C, durante 48 horas, para atingir a fase estacionaria. As culturas
assim mantidas atingiam uma concentragdo de 2 a 4 x 10° céls/mL. Posteriormente,
esta suspensédo foi passada para um tubo Falcon de 50 mL e centrifugada por 5
minutos a 5000 rpm. Apos esta primeira centrifugagcdo, desprezou-se o
sobrenadante e adicionou-se 20 mL de solugao salina, seguido de centrifugacao
para lavagem das células. Este procedimento foi repetido duas vezes. As células
foram entdo contadas em camera de Neubauer no microscopio 6ptico e foram feitas
as diluicbes necessarias para se obter a concentragcdo celular desejada para o
tratamento. Uma suspensao celular de 2 x 10 células/mL em fase estacionaria foi
incubada durante 20 horas a 30 °C, sob agitacdo a 180 rpm, com doses crescentes
(10-100 pg/mL de suspensao celular) da piplartina. Determinou-se a sobrevivéncia
através de semeadura em meio rico YEPD, apds 3-5 dias de crescimento em estufa
a 30 °C. Para a deteccdo de mutacao induzida (revertentes das marcas LIS, HIS ou
HOM) as células foram incubadas em meio minimo seletivo, durante 3-5 dias a 30
°C. As placas foram incubadas no escuro a 30 °C, em estufa, durante 3-5 dias e
apos fez-se a contagem do numero de coldnias revertentes (AUSUBEL et al., 1989;
BURKE et al., 2000). Todos estes experimentos foram feitos em triplicata para cada

dose testada.

Na avaliagdo do potencial recombinogénico na linhagem diploide XS2316 de
S. cerevisiae, uma suspens3do de levedura (2 x 10® microorganismos/mL) em fase
exponencial em 1 mL de PBS (sem condi¢gbées de crescimento) ou meio YPD (com
condigdes de crescimento) foram incubadas por 3 horas a 30 °C contendo diferentes
concentracdes da piplartina. Apos o tratamento, as células foram diluidas em PBS,
plaqueadas, em trés diferentes meios de cultura (SC, SC - leu e SC + cyh) e
incubadas durante 3-10 dias a 30 °C. As colbnias cultivadas em meio SC indicam a
sobrevivéncia e as colbnias de células cultivadas em SC - leu e SC + cyh indicam
recombinagdo mitdtica intragénica ou conversao génica e recombinagdes mitoticas
intergénica ou crossing-over, respectivamente. A fim de medir a exata frequéncia de
crossing-over para eliminar a possibilidade de que alguma colbnia resistente a
cicloheximida resultar em reversao no lécus CYH2 legitimidade, bem como de
monossomia do cromossomo VI, as coldnias resistentes a cicloheximida foram
plaguedas sobre uma série placas com meio SC - lys, SC - se reuniu e SC -, com

posterior triagem desses marcadores para cyh2 (AUSUBEL et al., 1989; BURKE et
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al., 2000). Os ensaios foram realizados em trés experimentos independentes

realizados em triplicatas.

Este estudo de metagénese e recombinogénese em S. cerevisiae foram
realizados no Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, sob a orientagdo do professor Dr. Jodo Antonio Pegas Henriques e da
professora Dr? Jenifer Saffi.

3.6.9.4.3. Anélise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média £+ E.P.M. de n experimentos.
Para avaliagado da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes grupos,
os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de
comparagoes multiplas de Tukey com a utilizagdo do programa GraphPad Prisma

versao 5.0.

3.6.9.5. Avaliacdo da genotoxicidade/mutagenicidade em medula 6ssea de

camundongos — Teste do micronucleo in vivo

3.6.9.5.1. Principio do teste

Micronucleos (MN) sao pequenos corpusculos compostos de material
cromossOmico. Apds a separacdo das cromatides no processo mitético, dois nucleos
sao reconstituidos, um em cada pdlo. A membrana nuclear é refeita ao redor destes
dois conjuntos cromossOmicos. Mas se um cromossomo inteiro ou um fragmento
cromossOmico acéntrico ndo se integra ao novo nucleo (por n&o ser unido ao fuso),
este também pode ser considerado um micronucleo. Os micronucleos, entdo, sao,
estruturalmente, pequenos nucleos representados por material genético que foi
perdido pelo nucleo principal como consequéncia de um dano genético. Este dano

pode ser causado por agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos, capazes de interferir
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no processo de ligacdo do cromossomo as fibras do fuso, ou que possam introduzir
a perda de material genético (cromossomos inteiros ou fragmentos). O teste de
micronucleo, portanto, detecta genotoxicidade cromossémica em eucariotos do tipo

clastogénese e danos ao fuso mitético (SILVA et al., 2003a).

O teste de MN em organismo sob exposicdo aguda, menos de quatro
semanas, é realizado em eritrocitos jovens, denominados policromatdfitos (EPC) que
por conterem RNA ribossomal se cora de forma diferenciada. A analise por ser muito
simples apresenta vantagem em relacdo a analise dos cromossomos. Os
micronucleos podem ser identificados em qualquer tipo de célula. Pode-se avaliar
micronucleos para diagndstico de doengas hematologicas em células epiteliais da
mucosa bucal, do trato urinario, e também monitorar ambientes através de teste em

roedores, plantas e peixes (SILVA et al., 2003a).

3.6.9.5.2. Procedimento experimental

O efeito genotodxico in vivo da piplartina foi avaliado em medula éssea de
camundongos. Os animais foram expostos a substancia teste por via intraperitoneal,
em uma unica administragdo, e sacrificados nos tempos de 24 e 48 horas apés o
tratamento para a retirada da medula éssea dos camundongos. O etileno metano
sulfonato (EMS) foi utilizado com controle positivo na dose de 200 mg/kg. O controle
negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 10%) utilizado para diluir a substancia. O
experimento foi realizado de acordo com os principios éticos de experimentacao
animal preconizados pela comissédo de Etica no Uso de Animais da Universidade

Federal do Ceara.

Os animais foram tratados com piplartina nas doses (50 mg/kg e 100 mg/kg)
previamente determinadas (BEZERRA et al., 2006). Apds 24 ou 48 horas, 0s
animais foram sacrificados por deslocamento servigal. Uma amostra do material de
medula éssea foi coletada dos fémures, em uma pequena quantidade (3 mL) de soro
bovino fetal. As preparagdes celulares foram coradas (duas laminas de cada
animal), adequadamente com Leishman, e analisadas para a presenca de
micronucleos. Foi utilizado um grupo controle para cada tempo de amostragem
(SCHMID, 1975; OECD, 1997).
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3.6.9.5.3. Analise dos dados

Todas as laminas, incluindo aqueles do controle positivo e negativo, foram
codificadas antes da analise. A proporg¢ao de eritrocitos policromaticos (PCE) dentre
o total de eritrécitos normocromaticos (PCE + NCE) foi determinada pela contagem
de 1000 eritrocitos (PCE + NCE) por animal. Para avaliagdo de células

micronucleadas, foram analisados de 2000 PCE por animal.

Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. de n animais. Para
avaliacao da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes grupos, os
dados foram comparados por analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de
comparag¢des multiplas de Tukey com a utilizagdo do programa GraphPad Prisma
versdao 5.0. A substéncia foi considerada genotoxica neste ensaio quando
apresentou um aumento, estatisticamente significante, de eritrécitos policromaticos
micronucleados (EPCM) de maneira dose resposta em pelo menos um dos tempos

analisados, quando comparado ao grupo controle negativo (LI et al., 2007).

3.6.10. Estudo farmacocinético

Dentre o estudo farmacocinético, foi estuda a cinética de absorcdo da
piplartina apés uma unica dose de 50 mg/kg em ratos. Inicialmente a metodologia
bioanalitica de deteccdo da piplartina em plasma de ratos foi desenvolvida e

validada.

3.6.10.1. Desenvolvimento e validacdo da metodologia bioanalitica

A metodologia bioanalitica de detecg¢édo da piplartina em plasma de ratos foi
desenvolvida e validada para demonstrar que o método analitico descrito é

adequado e confiavel para as analises propostas. Na validagdo da metodologia
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foram analisados os seguintes critérios: especificidade, recuperagao, limite de

quantificacao, linearidade, precisao, exatidao e estabilidade.

3.6.10.1.1. Condicdes cromatograficas e deteccdo no espectrometro de massas
no modo MS/MS

As analises por HPLC foram conduzidas em um cromatografo (Shimadzu)
composto de duas bombas modelo LC10AD, um controle de sistema SLC 10A, uma
coluna CTO-10AS, um injetor Rheodyne modelo 7125 com um loop de 20 pL, uma
coluna analitica (coluna NST 18, 5 um, 250 mm x 4,6 mm) e uma pré-coluna (coluna
CN Lichrospoher 100, 5um, 4 mm x 4 mm). A fase movel foi constituida por
acetonitrila: agua (70:30, v/v) adicionada de 0,2% de acido acético (preparada
diariamente e desgaseificada com gas hélio) a temperatura ambiente (22° C). A
corrida cromatografica foi programada para operar com fluxo de 1 mL/min com um

tempo total de corrida de 5 min.

A espectrometria de massas (mass spectrometry - MS) foi executada
utilizando-se um aparelho do tipo triplo quadrupolo modelo Quattro LC equipado com
uma interface de ionizacao de pressao atmosférica com Z-electrospray operando em
ion positivo e calibrado com iodeto de sodio/iodeto de césio. A temperatura da fonte
foi de 100 °C e dessolvatagdo de 250 °C. O nitrogénio foi usado para secagem e

nebulizagao e o argdnio foi utilizado como gas de coliséo.

As condi¢des para a otimizagao do MS/MS foi determinada pela injecao direta
da solugdo padrdo (10 pg/mL) do analito (piplartina) e do padrdo interno
(carbamazepina - A escolha do padrdo interno deu-se através da analise de sua
estrutura quimica, bem como da estabilidade deste em fluidos bioldgicos) dissolvidos
na fase movel e introduzidos com uma bomba de infusdo com um fluxo de 20
ML/min. Os valores de voltagem do cone e energia de colisdo foram,
respectivamente: 15 V e 10 eV para a piplartina e 20 V e 20 eV para a
carbamazepina. A detecgao ocorreu com interface de electrospray operado no modo
positivo (ES+) e programado para monitorar multiplas reacdes (MRM). ions

protonados e seus respectivos produtos foram monitorados pelas seguintes massas:
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317,42 > 220,90 m/z para monitoramento da piplartina e 236,40 > 193,83 m/z para o
monitoramento da carbamazepina (figuras 11 e 12).

A quantificacao foi realizada por MRM dos ions protonados e seus respectivos
produtos, utilizado uma metodologia com padronizagao interna, onde se utilizam as
razdes entre as areas dos picos referentes ao analito (piplartina) e as areas do

padrao interno (carbamazepina).
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Figura 11 - Espectrometria de massas da piplartina no modo MS/MS operando em

ion positivo.
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Figura 12 - Espectrometria de massas da carbamazepina no modo MS/MS

operando em ion positivo.
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3.6.10.1.2. Preparagcdes das solucbOes-padrao da curva de calibragcdo e do
controle de qualidade

Todas as solucdes-padrao foram preparadas em metanol, utilizando baldes e
pipetas volumétricas calibradas, e armazenadas em frascos de vidro ambar,

rotulados, hermeticamente fechados e acondicionados em refrigerador a -20 °C.

As solucdes-padrao de piplartina utilizadas na curva de calibracdo e no
controle de qualidade, nas concentragdes de 16 ng/mL, 80 ng/mL, 160 ng/mL, 400
ng/mL, 800 ng/mL, 2.000 ng/mL, 5.000 ng/mL, 10.000 ng/mL e 20.000 ng/mL, foram
preparadas a partir de diluicbes seriadas da solugdo-padrao estoque preparada na
concentragdo de 1 mg/mL. A partir desta solugéo, foram feitas diluigbes com pool de
plasma branco, previamente centrifugado, para o preparo dos padrbes da curva de
calibragdo nas seguintes concentragdes: 2 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL, 50 ng/mL,
100 ng/mL, 250 ng/mL, 625 ng/mL, 1.250 ng/mL e 2.500 ng/mL (tabela 5). A partir
desta solugdo, também foram feitas diluicdes com pool de plasma branco,
previamente centrifugado, para o preparo dos padrdes do controle de qualidade nas
seguintes concentracdes: 20 ng/mL (controle de qualidade baixo), 625 ng/mL
(controle de qualidade médio) e 1.250 ng/mL (controle de qualidade alto) (tabela
6).

A solugdo-padrédo de carbamazepina (padréo interno), na concentragao de
5000 ng/mL, também foi preparada a partir de diluicbes seriadas da solugéo-padrao
estoque preparada na concentragcdo de 1 mg/mL. Em todas as amostras, exceto no
plasma branco, foram adicionadas 25 yL da solugao-padrao do padrao interno, na
concentragdo de 5000 ng/mL, em 0,2 mL de plasma de rato para obter um

concentragao plasmatica de 125 ng/mL.
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Tabela 5 — Preparo das amostras para a curva de calibragao da piplartina.

Amostra Concentracao da Volume pipetado da  Volume de Concentracao
solucao-padréao solucéo-padréo (uL) plasma (mL) no plasma
(ng/mL) (ng/mL)

Branco - - - -
Piplartina 16 25 0,2 2
Piplartina 80 25 0,2 10
Piplartina 160 25 0,2 20
Piplartina 400 25 0,2 50
Piplartina 800 25 0,2 100
Piplartina 2.000 25 0,2 250
Piplartina 5.000 25 0,2 625
Piplartina 10.000 25 0,2 1.250
Piplartina 20.000 25 0,2 2.500
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Tabela 6 — Preparo das amostras para controle de qualidade (baixo, médio e alto)

da piplartina.
Amostra Concentracao da Volume pipetado da  Volume de Concentracao
solucao-padréao solucao-padréao (uL) plasma (mL) no plasma
(ng/mL) (ng/mL)
Controle de 160 25 0,2 20
Qualidade
(Baixo)
Controle de 5.000 25 0,2 625
Qualidade
(Médio)
Controle de 10.000 25 0,2 1250
Qualidade
(Alto)
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3.6.10.1.3. Procedimento de extracdo do analito do plasma de ratos

As amostras foram analisadas apds extracao liquido-liquido do analito do
plasma de ratos (figura 13). Aliquotas de 0,2 mL de plasma de rato, 25 yL da
solugdo-padréo (5 ug/mL, resultando em uma concentracdo plasmatica de 125
ng/mL) e 1 mL de tolueno foram adicionados para extragdo em tubos ambar e
submetidos a agitagdo mecanica horizontal (200 rpm) por 30 minutos a temperatura
ambiente (22 £ 2 ° C). As amostras foram centrifugadas a 2000 G por 10 minutos a
temperatura ambiente. A fase organica foi coletada e evaporada sob fluxo de ar
comprimido. O residuo foi dissolvido em 50 uL de fase mével e agitado em vortex

por 20 segundos. Uma aliquota de 20 pL foi injetada na coluna para ser analisado.
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0,2 mL de plasma
25 L da solugao-padrao

1 mL de tolueno

- Agitacao constante a 200 rpm por 30 minutos;

- Centrifugagéo a 2.000 G por 10 minutos;

Recuperacao de 0,8 mL Descarte da fase

da fase organica aquosa

- Evaporacgao sob fluxo de ar comprimido

Dissolugao do residuo em

50 pL de fase movel

Injecao na coluna

cromatografica

Figura 13 — Procedimento de preparagdo das amostras de plasma de ratos

empregando a extragao liquido-liquido.
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3.6.10.1.4. Validagdo do método

3.6.10.1.4.1. Especificidade

3.6.10.1.4.1.1. Principio do teste

Especificidade é a capacidade de um método analitico em diferenciar e
quantificar o analito na presenca de outros componentes na amostra denominados
interferentes. Os interferentes podem ser originarios de fontes enddgenas
(metabdlitos e/ou precursores; produtos de degradacdo do farmaco; co-
administracao de farmacos, vitaminas e/ou seus metabdlitos, produtos de interagao
de farmaco, componente bioldgico e outras substancias que ocorrem naturalmente
em fluidos bioldgicos, isto €, horménios, proteinas, lipidios, substancias dietéticas,
etc) e/ou exogenas (impurezas dos reagentes usados, substancias liberadas pelos
recipientes em uso ou resultantes de lavagem inadequadas de Vvidrarias,
equipamentos e instrumentos) (BRESSOLE et al., 1996; CAUSON, 1997,
GUIDANCE FOR INDUSTRY, 2001; BRASIL, 2003).

3.6.10.1.4.1.2. Procedimento experimental

Para testar a especificidade, diferentes brancos (amostras sem o farmaco ou
padrao interno) de plasma de ratos foram testados nas condi¢cées descritas para o

método analitico.

3.6.10.1.4.1.3. Anélise dos dados

A analise dos dados deu-se pela comparacdo das amostras de plasma de
ratos branco com as solug¢des-padrao do farmaco com concentragdes proximas ao

limite de quantificag&o.
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3.6.10.1.4.2. Recuperagéao

3.6.10.1.4.2.1. Principio do teste

A recuperagao é a medida da eficiéncia de um método em extrair todos os
analiticos de interesse presentes na amostra original. Porcentagens préoximas a
100% sé&o desejaveis, porem admite-se valores menores, desde que a recuperagao
seja precisa e exata (BRESSOLE et al.,, 1996; CAUSON, 1997; GUIDANCE FOR
INDUSTRY, 2001; BRASIL, 2003).

3.6.10.1.4.2.2. Procedimento experimental

Tal parametro foi determinado analisando amostras (controles de qualidade
baixo, médio e alto) de plasma adicionadas de padrao de piplartina e padrao interno,
submetidos a processo de extragcao e as mesmas amostras preparadas em solugao

e nao submetidas a esse processo de extragao.

3.6.10.1.4.2.3. Anélise dos dados

O calculo da recuperacao do farmaco foi feito comparando-se as areas dos
picos da piplartina (controles de qualidade baixo, médio e alto) das amostras
extraidas do plasma com as areas dos picos da piplartina preparados em solugao
(solugdo ndo extraida). O calculo da recuperagdo do padrao interno foi feito de

maneira semelhante.

3.6.10.1.4.3. Determinacéao do limite de quantificacao

3.6.10.1.4.3.1. Principio do teste
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O limite de quantificacdo representa a menor concentracdo que pode ser
determinada, distinguindo-se do ruido, com exatiddo e precisdo aceitaveis
(BRESSOLE et al., 1996; CAUSON, 1997; GUIDANCE FOR INDUSTRY, 2001;
BRASIL, 2003).

3.6.10.1.4.3.2. Procedimento experimental

Para a determinagdo do limite de quantificagcdo, foram feitas analises da
matriz biolégica contendo concentracdes decrescentes do farmaco até o menor nivel
quantificavel com precisdo e exatiddo aceitaveis, em cinco repeticdes. Com isto,
tentou-se assegurar que os menores valores possiveis fossem analisados, por meio
de repeticobes de analises, com valores sucessivamente menores, quando 0s

inicialmente escolhidos fossem quantificados com precisao e exatidao aceitaveis.

3.6.10.1.4.3.3. Andalise dos dados

Foi considerado o valor para o limite de quantificagdo a concentragdo com
minima com exatiddo entre 80-120% em relagcdo a concentragdo nominal do padrao,

com coeficiente de variacdo de, no maximo, 20 %.

3.6.10.1.4.4. Linearidade

3.6.10.1.4.4.1. Principio do teste

A linearidade, representada pela curva de calibragdo, indica a relagao entre a
concentragédo do analito e a resposta do método. O método de regressao linear dos
minimos quadrados normalmente é utilizado para definir matematicamente a curva

de calibragdo. Em geral, um fator de peso (1/X ou 1/x?) é usado para evitar a
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inclinacdo da curva de calibracdo em favor das concentragdes mais elevadas
(BRESSOLE et al.,, 1996; CAUSON, 1997; GUIDANCE FOR INDUSTRY, 2001;
BRASIL, 2003).

3.6.10.1.4.4.2. Procedimento experimental

Para a determinacdo da curva de calibragdo analisaram-se amostras
extraidas da matriz biolégica em seis concentra¢des variadas. A curva de calibragéo
incluiu a analise da amostra branca (matriz bioldgica isenta de padrao interno e do
padrdao do farmaco) e mais seis amostras contendo padrdo do farmaco e padrao
interno contemplando o limite de variagao esperado. As amostras contendo padrao
do farmaco e o padrao interno foram analisados em duplicata. As concentragdes dos
padroes foram definidas em testes preliminares, incluindo a primeira quantificagcao
de amostras, levando-se em consideracdo a sensibilidade do método e a faixa
prevista das concentragdes das amostras a serem determinadas. A linearidade da
curva de calibragcédo foi avaliada dentro dos seguintes critérios: Desvio menor ou
igual a 20% em relagdo a concentragao nominal do limite de quantificagdo, em pelo
menos duas das triplicatas; Desvio menor ou igual a 15% em relacdo a
concentracdo nominal para as outras concentragdes da curva de calibragdo, em pelo
menos duas das triplicatas; No minimo 4 de 6 concentracdes da curva de calibracao
devem cumprir com os critérios descritos, incluindo o limite de quantificacdo e a
maior concentracdo da curva de calibragao; O coeficiente de correlagao é aceito

quando foi igual ou maior do que 0,98.

3.6.10.1.4.4.3. Anélise dos dados

Estabeleceu-se correlacdo linear entre o inverso da concentracéo,
considerada variavel independente (1/X) e a area sob o pico do sinal cromatografico,
considerando variaveis dependentes. A analise foi realizada automaticamente

utilizando o programa MassLynx software 3.5 (Waters®).
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3.6.10.1.4.5. Precisao

3.6.10.1.4.5.1. Principio do teste

A precisao (repetibilidade) de um método bioanalitico consiste na medida do
erro aleatério. E definida como a concordancia entre varias medidas da mesma
amostra, sendo expressa como coeficiente de variagdo (C.V.%) dessas medidas. A
precisdo intra-ensaio refere-se ao coeficiente de variacdo obtido por repeticdo do
método com o mesmo analista, utilizando o mesmo equipamento e os mesmos
reagentes, em um curto intervalo de tempo (no mesmo dia, por exemplo). A precisao
enter-ensaio € obtida por meio de alteragdes de condicdes, como mudanca de
analista, reagentes ou equipamentos, ou pela utilizacdo do método durante varias
semanas ou messes. O coeficiente de variagao nao deve exceder valores superiores
a 15 %, exceto para o limite de quantificagdo, para o qual se admitem valores
menores ou iguais a 20% (BRESSOLE et al., 1996; CAUSON, 1997; GUIDANCE
FOR INDUSTRY, 2001; BRASIL, 2003).

3.6.10.1.4.5.2. Procedimento experimental

Este parametro foi determinado pela analise de amostras de plasma de
controle de qualidade em trés diferentes concentracdes e cinco réplicas no mesmo
dia (precisao intra-ensaio) e em cinco réplicas por dia durante trés dias consecutivos

(precisao inter-ensaio).
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3.6.10.1.4.5.3. Anélise dos dados

O calculo da precisao foi realizado segundo a equagéo abaixo:

C.V.(%)=_DP_ x 100,

CMD

Onde: C.V. = coeficiente de variacdo; DP = desvio padrao; e CMD = concentracio

média determinada.

3.6.10.1.4.6. Exatidao

3.6.10.1.4.6.1. Principio do teste

A exatidao (reprodutibilidade) de um método bioanalitico € uma medida do
erro sistematico definida como a concordancia entre o valor medido e o valor real. O
valor da exatidao para as amostras nao deve exceder + 15% do valor nominal e para
o limite de quantificagdo admitiu-se desvios menores ou iguais a 20% (BRESSOLE
et al., 1996; CAUSON, 1997; GUIDANCE FOR INDUSTRY, 2001; BRASIL, 2003).

3.6.10.1.4.6.2. Procedimento experimental

Este parametro foi determinado pela analise de amostras de plasma de
controle de qualidade em trés diferentes concentragcdes e cinco réplicas no mesmo
dia (exatidao intra-ensaio) e em cinco réplicas por dia durante trés dias consecutivos

(exatidao inter-ensaio).
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3.6.10.1.4.6.3. Anélise dos dados

O calculo da exatidao foi realizado segundo a equagéo abaixo:

Exatiddo (%)=_CMD_ x 100,

CT

Onde: CMD = concentragdo média determinada; e CT = concentragéo tedrica.

3.6.10.1.4.7. Estabilidade

3.6.10.1.4.7.1. Principio do teste

Os dados de estabilidade sdo necessarios para mostrar que a concentragao
do analito no momento da analise corresponde a sua concentracdo no memento da
coleta. Foram avaliadas a estabilidade em ciclos de congelamento e
descongelamento e a estabilidade de curta duracédo (BRESSOLE et al., 1996;
CAUSON, 1997; GUIDANCE FOR INDUSTRY, 2001; BRASIL, 2003).

3.6.10.1.4.7.2. Procedimento experimental

Na determinacdo da estabilidade em ciclos de congelamento e
descongelamento, foram utilizadas triplicatas de amostras de plasma de controle de
qualidade em trés concentragbes diferentes, submetidas as seguintes condigdes:
congelamento a -20 °C por 24 horas, descongelamento e recongelamento por mais

12 horas e assim sucessivamente até completar trés ciclos.
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Na determinacao da estabilidade de curta duragao, foram utilizadas triplicatas
de amostras de plasma de controle de qualidade em trés concentracdes diferentes,

mantidas a temperatura ambiente (x 22 °C) durante 4 horas.

3.6.10.1.4.7.3. Anélise dos dados

A concentracdo do farmaco nas amostras de plasma de controle de qualidade
foi determinada apds os ciclos de congelamento e descongelamento e apos as 4
horas a temperatura ambiente (£ 22 °C) e os resultados obtidos foram comparados
com os resultados de amostras recém-preparadas e analisadas imediatamente apds
o preparo. Para avaliagdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os
diferentes grupos, os dados foram comparados por Student's t-test com a utilizagéo

do programa GraphPad Prisma verséao 5.0.

Este estudo de desenvolvimento e validagdo da metodologia bioanalitica para
a quantificacao da piplartina em plasma de ratos foi realizado na Universidade de
Sao Paulo — Ribeirdo Preto, sob a orientacido do professor Dr. Norberto Peporine
Lopes, da professora Dr? Pierina Sueli Bonato e da Dr? Valquiria Aparecida Polisel

Jabor.

3.6.10.2. Estudo de disposicao cinética da piplartina

3.6.10.2.1. Principio do teste

Em um estudo de disposi¢ao cinética é avaliada a absorcdo de um farmaco
apos sua administragcdo. O conhecimento da farmacocinética de um farmaco, neste
caso, o comportamento deste em relacdo a absorgido, fornece subsidios para

melhores condi¢cdes de aplicacdes deste.

3.6.10.2.2. Procedimento experimental
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Foram coletadas amostras de aproximadamente 4 mL de sangue de ratos
conscientes, através do plexo orbital, em tubo heparinizados a 0; 0,083; 0,166; 0,25;
0,5; 1; 2; 3; 6; 12 e 24 horas (n = 3 para cada tempo de coleta) apés uma unica
administracao da piplartina (50 mg/kg) por via intraperitoneal, dissolvido em DMSO
10%. As amostras foram centrifugadas (2.000 G por 10 minutos) e o plasma,
acondicionado em duplicatas, foi congelado a - 20 °C, em freezer, e sob protecao da
luz até a realizagdo do ensaio para quantificacdo do farmaco. A dose utilizada da
piplartina neste estudo foi previamente determinada (BEZERRA et al., 2006). O
experimento foi realizado de acordo com os principios éticos de experimentacao
animal preconizados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade

Federal do Ceara.

A quantificagdo das amostras de plasma foi realizada conforme metodologia
descrita no item 3.6.11.1. As amostras de plasma dos ratos que receberam piplartina
foram analisadas paralelamente a curva de calibragcdo com sete pontos e amostras
em triplicatas de controle de qualidade em trés diferentes concentragdes (alta, média
e baixa). A andlise das amostras de controle de qualidade concomitante a amostra
de plasma dos ratos € uma garantia da qualidade e da estabilidade das mesmas

durante o procedimento analitico empregado.

Os parametros farmacocinéticos (tabela 7) tais como area sob a curva do
tempo zero a 24 horas (ASCy.24), area sob a curva do tempo zero ao infinito (ASC,.
»), concentragdo maxima atingida (Cmax), clearance total (ClI), constante de
eliminagéo (Kej), meia vida plasmatica (t12), o0 tempo correspondente a concentracdo
maxima do farmaco atingida no plasma (Tmax) € 0 volume de distribui¢do (Vd) foram

calculados.

Este estudo de disposicao cinética da piplartina foi realizado na Universidade
de Sao Paulo — Ribeirdo Preto, sob a orientacdo do professor Dr° Norberto Peporine
Lopes, da professora Dr? Pierina Sueli Bonato e da Dr? Valquiria Aparecida Polisel

Jabor.
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3.6.10.2.3. Analise dos dados

A determinagdo das concentracdes plasmaticas da piplartina foi obtida
através da analise da curva de calibragao e das amostras de plasmas coletadas,
realizado automaticamente utilizando o programa MassLynx software 3.5 (Waters®).

Os parametros farmacocinéticos foram obtidos através do método dos trapezoides.
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Tabela 7 - Parametros farmacocinéticos avaliados.

Simbolo

Descricao

AUCq.24n

AUCo.»

Cmax

Cl

KeI

tue

Tmax

vd

Area sob a curva de concentragdo do farmaco versus tempo, do tempo
0 (zero) ao tempo 24h. Relaciona-se com a quantidade ou extensao de
absor¢ao do farmaco. A quantidade da absorgao sistémica do farmaco

é diretamente relacionada com AUC que € calculada pelo método
trapezoidal e expresso em unidades de concentragao vezes tempo.

Area sob a curva de concentragdo do farmaco versus tempo, do tempo

0 (zero) ao infinito.

Concentragdo maxima atingida no plasma. Concentragcado mais elevada
do farmaco atingida na circulagdo sanguinea apos administracédo de
um farmaco. Relaciona-se a intensidade da resposta farmacoldgica.

Este é obtido diretamente dos dados.
Estimativa do clearance total.

Constante de eliminacado K, representa a soma de todas as taxas
constantes para remocdo do farmaco do corpo, incluindo a taxa
constante da excrecao renal e metabolismo (biotransformacédo) como
descrito através da equacao: Kq = K¢ + K, onde K, = constante de
excregao renal e K, = constante de metabolismo. Determina a taxa de
eliminagao do farmaco dos vasos sanguineos. Serve para determinar a
concentracdo do farmaco em um tempo t. E inversamente relacionada

a meia vida do farmaco: K¢ = 0,693/t4/2.

Meia vida de eliminacdo do farmaco. Representa o tempo em que a
concentragdo do farmaco no plasma € reduzida a metade. Este é

obtido diretamente dos dados.

Tempo correspondente a concentragdo maxima do farmaco atingida

no plasma.

Estimativa do volume de distribuicio.
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3.6.11. Avaliacéo da associacgdo do 5-Fluourouracil com a piplartina

Na avaliagdo da associagao do 5-Fluourouracil com a piplartina, foram
realizados estudos in vitro e in vivo. O efeito da associagao do 5-fluorouracil (5-FU)
com a piplartina foi avaliado in vitro sobre a proliferacdo de células tumorais
humana. Os efeitos dos tratamentos com a piplartina (50 mg/kg/dia), o 5-FU (10
mg/kg/dia) ou a associagdo do 5-FU (10 mg/kg/dia) com a piplartina (50 mg/kg/dia)
foram avaliados em camundongos saudaveis ou transplantados com o tumor
Sarcoma 180. Adicionalmente, analises histopatoldgicas, bioquimicas e
hematolégicas foram realizadas com o intuito de avaliar efeitos toxicos causados

pelo tratamento dos animais com os compostos.

3.6.11.1. Avaliacdo da associacdo do 5-fluorouracil (5-FU) com a piplartina

sobre a proliferacdo de células tumorais humanas in vitro

3.6.11.1.1. Principio do teste

A avaliacdo da associacdo do 5-FU com a piplartina sobre a proliferacéo
celular foi realizada em células tumorais humanas (HL-60 - leucemia promielocitica,
HCT-8 — carcinoma de cdlon, SF-295 — glioblastoma e MDA-MB-435 — melanoma)

através do método do MTT apds 72 horas de incubacgao. Ver item 3.6.7.1.1.

3.6.11.1.2. Procedimento experimental

A citotoxicidade do 5-FU foi avaliada na presencga e na auséncia da piplartina

(5 yM). A analise foi realizada de acordo com o item 3.6.7.1.2.

3.6.11.1.3. Anélise dos dados
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As substancias foram testadas em diluigdes seriadas, em duplicata ou
triplicata. Foi registrada a percentagem de inibicdo x log da concentragdo e
determinado suas Clsp (concentragdo inibitéria média capaz de provocar 50% do
efeito maximo) e seus respectivos erros padrao da média obtidos a partir de

regressao nao-linear utilizando o programa Prisma versao 5.0 (GraphPad Software).

3.6.11.2. Avaliagcdo da associacdo do 5-Fluourouracil com a piplartina em

camundongos transplantados com tumor Sarcoma 180

3.6.11.2.1. Principio do teste

Na quimioterapia do céncer, farmacos antineoplasicas sdo frequentemente
usadas em combinacdo. Este tipo de tratamento (poliquimioterapia) apresenta
resultados mais eficazes, pois consegue maior resposta a cada aplicagao,
diminuindo o risco de resisténcia aos farmacos e conseguindo atingir as células em
diferentes fases do seu ciclo. Com esse intuito foi avaliado o efeito da associagao do

5-FU com piplartina em camundongos transplantados com Sarcoma 180.

O sarcoma 180, ou tumor de Crocker, € um tumor indiferenciado que foi
descrito pela primeira vez em camundongos em 1914. Este tumor foi encontrado na
regido axilar direita e diagnosticado na época como carcinoma, mas o tecido de
origem nao foi especificado, de forma que ndo se sabe se era uma neoplasia
cutdnea ou mamaria. Estudos posteriores demonstraram que suas células nao
produzem laminina, o que ndo permite sua caracterizagdo como de origem epitelial.
O tumor invade musculo esquelético, tecido adiposo, nervos e vasos sanguineos
(STEWART et al., 1959). O Sarcoma 180 pode ser transplantado por inoculagao
subcutanea, intramuscular ou intraperitoneal e cresce rapidamente em 90 a 100%
dos animais inoculados, havendo uma taxa de regressdo natural de 8 a 10%
(ZUCKERBERG, 1973). Apesar de seu comportamento agressivo local, esse tumor
nao desenvolve metastases (KURASHIGE & MITSUHASHI, 1982).

O Sarcoma 180 tem sido utilizado no estudo da acdo de componentes

quimicos, fisicos e biolégicos sobre o crescimento, patogénese, imunologia,
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citogenética e terapéutica de células tumorais. A vantagem da utilizacdo de
neoplasias transplantaveis, em comparacado as demais, recai sobre o conhecimento
prévio da quantidade e das caracteristicas iniciais das células tumorais a serem
inoculadas e sobre o desenvolvimento rapido da neoplasia, que restringe o tempo de
estudo (STEWART et al., 1959).

3.6.11.2.2. Procedimento experimental

Para o teste de atividade antitumoral, foi utilizado o tumor sdlido do tipo
Sarcoma 180, com 8 dias de implantagdo na regiao axilar direita. O animal doador,
ou da manutencdo, foi sacrificado por deslocamento cervical, sendo realizado
assepsia com alcool iodado. Em seguida, foi retirado o liquido ascitico da cavidade
abdominal, tendo sido preparado uma suspensao de células com 5,0 mL de Ringer
lactato, 0,2 mL de gentamicina (56 mg/mL) e 0,5 mL do liquido ascitico, para posterior
contagem de células (BEZERRA et al., 2006).

Nos animais receptores, foram injetadas 2 x 10° céls/0,5 mL na regido axilar
esquerda dos camundongos (Mus musculus Swiss). Nesse experimento, foram
utilizados 20 animais por grupos, sendo todas fémeas, apresentando massa
corporea variando entre 25-30 g, os quais foram 10 animais de cada grupo foram
inoculados com tumor Sarcoma 180 os outros 10 animais de cada grupo foram
utilizados para o estudo toxicoldgico. Em seguida, 24 h apés a inoculagédo do tumor
foi iniciado o tratamento durante 7 dias consecutivos de acordo com os grupos

abaixo:

Grupo | — Tratados com o veiculo (DMSO 10%) utilizado para diluir as

substancias (grupo controle negativo);
Grupo Il — Tratados com 5-fluourouracil 10 mg/kg/dia;
Grupo Il — Tratados com piplartina 50 mg/kg/dia;

Grupo IV — Tratados com 5-Fluourouracil 10 mg/kg/dia associado com

piplartina 50 mg/kg/dia.

Todos os grupos foram tratados por via intraperitoneal. As doses utilizadas

neste estudo foram previamente determinadas (BEZERRA et al., 2006). Vinte quatro
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horas apds o termino do tratamento, os animais foram anestesiados e seu sangue
periférico foi coletado através do plexo orbital, em tubos heparinizados, para
analises bioquimicas e hematolégicas. Em seguida, os animais foram sacrificados,
sendo retirados os tumores, rins, figados e bagos para pesagem, analise
histopatolégica. Todos os animais foram pesados no inicio € no final do tratamento.
O experimento foi realizado de acordo com os principios éticos de experimentacao
animal preconizados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade

Federal do Ceara.

3.6.11.2.3. Anélise dos dados

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

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

Onde: A = média dos pesos dos tumores no grupo controle e B = média dos pesos

dos tumores nos animais tratados.

Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. de n experimentos.
Para avaliacao da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos,
os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de

Student Newman-Keuls com a utilizagdo do programa GraphPad Prisma versao 5.0.

3.6.11.3. Parametros toxicoldgicos avaliados

3.6.11.3.1. Avaliacdo dos parametros bioquimicos

3.6.11.3.1.1. Principio do teste

Dentre os parametros bioquimicos, foram avaliados testes de dano hepatico e

testes de funcao renal.
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A alanina transaminase (ALT), também chamada transaminase glutdmica
piravica sérica (SGPT ou TGP) ou alanina aminotransferase (ALAT), é uma enzima
presente nos hepatdcitos (células do figado). Quando uma célula é danificada, ela
libera esta enzima no sangue, onde é medida. A ALT aumenta drasticamente em
lesdes hepaticas agudas. A aspartato transaminase (AST), também chamada de
transaminase glutdmica oxalacética sérica (SGOT ou TGO) ou aspartato
aminotransferase (ASAT), & similar a ALT de modo que é outra enzima associada as
células parenquimais do figado. Estd aumentada na lesdo hepatica aguda, mas
também esta presente nas hemacias e musculos esqueléticos e cardiacos, nao

sendo entao uma enzima especifica do figado (GAW et al., 2004).

Como parametro da fungcdo renal, foi avaliado a concentracdo de ureia
plasmatica. A uréia é uma substancia que provém dos alimentos que contém
proteinas como, por exemplo, os alimentos de origem animal (carne, ovos), e que
devem ser quase totalmente eliminada do organismo através da urina. Quando os
rins estdo com a sua fungdo de filtragdo prejudicada, a uréia fica acumulada no
sangue, provocando alteragdes em varios 6rgéos, estabelecendo a uremia.
Entretanto, a concentragao sérica de uréia ndo é tao precisa como medida da fungao
glomerular. A ingestdo de proteinas na dieta afeta a concentragcdo de uréia
plasmatica. O sangramento gastrintestinal fara com que a uréia do plasma esteja

elevada. E ainda, a uréia é reabsorvida pelos tubulos (GAW et al., 2004).

3.6.11.3.1.2. Procedimento experimental

Para avaliar os parametros bioquimicos, sangue periférico foi coletado através
do plexo orbital, em tubos heparinizados, onde o plasma foi utilizado para avaliar a
funcdo renal e danos hepaticos. Para investigagdo de dano hepatico foram
determinados os niveis séricos das transaminases: aspartato aminotransferase
(AST) e alanina aminotransferase (ALT). Para tanto, utilizaram-se kits da LABTEST®
sistemas para diagnostico, seguindo-se metodologia descrita pelo fabricante. A
funcao renal foi avaliada pelo parametro sérico classico da integridade renal: a uréia.
Para tanto, também se utilizou o kit da LABTEST® sistemas para diagnostico,

seguindo-se metodologia descrita pelo fabricante.
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3.6.11.3.1.3. Anélise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. de n animais. Para
avaliacao da ocorréncia de diferencgas significativas entre os diferentes grupos, os
dados foram comparados por analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de
Student Newman-Keuls com a utilizagdo do programa GraphPad Prisma versao 5.0.

3.6.11.3.2. Avaliacdo dos parametros hematolégicos

3.6.11.3.2.1. Principio do teste

A analise dos parametros hematolégicos consta de uma série de provas que
possibilitam detectar anormalidades que se apresentam em certos fendmenos
fisiopatoldgicos importantes nos animais e nos homens e que se refletem no sangue
(LORENZI, 2006).

3.6.11.3.2.2. Procedimento experimental

Foram realizadas as seguintes provas hematologicas: dosagem de
hemoglobina, contagem de plaquetas e leucécitos realizada em hematocitometro. A
contagem diferencial leucocitaria foi realizada por meio de esfregagcos sanguineos e
foram determinados valores relativos e absolutos de linfocitos, neutrofilos,

eosinodfilos, mondcitos e basdfilos.

3.6.11.3.2.3. Anélise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. de n animais. Para

avaliacao da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes grupos, os
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dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de

Student Newman-Keuls com a utilizagdo do programa GraphPad Prisma versao 5.0.

Estes estudos dos parametros bioquimicos e hematolégicos da piplartina
foram realizados no Laboratério de Farmacologia e Bioquimica, sob a orientagdo da

professora Dr? Nylane Maria Nunes Alencar.

3.6.11.3.3. Analise histopatoldgica

3.6.11.3.3.1. Principio do teste

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

para sugerir os efeitos téxicos causados pelo farmaco.

3.6.11.3.3.2. Procedimento experimental

Apods o sacrificio dos animais, ocorreu a retirada e pesagem de érgéos e
tumores, os quais foram armazenados em formol a 10%. As pegas foram retiradas
do formol e seccionadas em pequenas fatias para posterior preparacao das laminas.
O material foi fixado em formol a 10% por 24 horas, desparafinizado em xilol por 15
minutos, e desidratado em concentragcbes crescentes de alcool até 70%
(mergulhando-se rapidamente as laminas), sendo posteriormente lavadas em agua
destilada até ter sido removido todo o alcool. Posteriormente as laminas foram

coradas com hematoxilina e eosina.

3.6.11.3.3.3. Analise dos dados
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As laminas contendo as células coradas foram levadas ao microscopio para
avaliacdo das suas caracteristicas morfolégicas e comparadas ao controle (n&o

tratadas).

Este estudo histopatolégico da piplartina foi realizado no Laboratério de
Patolégica Bucal, sob a orientagdo da professora Dr? Ana Paula Negreiros Nunes

Alves.
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4. Resultados

4.1. Estudo da atividade citotdxica

O estudo da atividade citotéxica da piplartina e seus analogos foi realizado em
células humana tumorais. Adicionalmente, a atividade citotoxica da piplartina foi

avaliada em células humana normais.

4.1.1. Avaliacdo da atividade citotoxica da piplartina e seus analogos em

células tumorais humana

A tabela 8 apresenta os resultados encontrados no ensaio de citotéxico da
piplartina e seus analogos, em células tumorais humana. A piplartina apresentou
citotoxicidade em todas as linhagens tumorais testadas, com valores de Clsy que
variaram de 0,33 yg/mL (1,04 uM) a 0,96 pg/mL (3,03 uM) para as linhagens de HL-
60 e MDA-MB-435, respectivamente. A doxorrubicina, usada como controle positivo,
também apresentou citotoxicidade em todas as linhagens tumorais testadas, com
valores de Clsy que variaram de 0,01 pg/mL (0,02 uM) a 0,48 ug/mL (0,88 uM) para
as linhagens de HCT-8 e MDA-MB-435, respectivamente. Entretanto, nenhuns dos
analogos (30-34) da piplartina apresentaram atividade citotoxica nas linhagens de
células tumorais testadas (valores de Clsp > 25 ug/mL). Para este ensaio, foram
consideradas citotoxicas aquelas substancias que apresentaram Clsp < 1 ug/mL ou 1
MM (PESSOA et al., 2000; COSTA-LOTUFO et al., 2004; BEZERRA et al., 2008).
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Tabela 8 — Atividade citotdéxica da piplartina e seus analogos em linhagens de

células tumorais humana. A doxorrubicina foi usada como controle positivo.

Substancias

Linhagem celular

HL-60

Clso [ug/mL]

HCT-8

Clso [ug/mL]

SF-295

Clso [ug/mL]

MDA-MB-435

Clso [ug/mL]

(Um) (M) (UMm) (M)
. . 0,33 (1,04) 0,38 (1,20) 0,83 (2,62) 0,96 (3,03)

Piplartina

0,19 -0,58 0,29-0,49 0,65—-1,06 0,81-1,15
(30) >25(77,88) >25(77,88) >25(77,88) >25 (77,88)
(31) >25(93,63) >25(93,63) >25(93,63) >25 (93,63)
(32) >25(88,64) >25(88,64) >25(88,64) >25 (88,64)
(33) >25 (105,04) >25(105,04) >25(105,04) >25(105,04)
(34) >25 (75,75) >25(75,75) >25(75,75) >25 (75,75)

0,02 (0,04) 0,01 (0,02) 0,24 (0,44) 0,48 (0,88)
Doxorrubicina

0,01-0,03 0,01-0,02 0,17 — 0,36 0,34 - 0,66

A tabela apresenta os valores de Clsg e o intervalo de confianga de 95% de trés
experimentos independentes realizados em duplicata pelo método do MTT apds 72
horas de exposi¢gao com as células HL-60 (leucemia promielocitica), HCT-8 (célon),
SF-295 (glioblastoma) e MDA-MB-435 (melanoma) obtidos por regressao nao-linear
através do programa GraphPad Prisma verséao 5.0.
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4.1.2. Avaliacdo da atividade citotoxica da piplartina em células normais

humana

A tabela 9 apresenta os resultados encontrados no ensaio de citotdxicidade
da piplartina, em células normais humana. Quando a atividade citotoxica da
piplartina foi avaliada em células humana normais (PBMC), o valor de Cls
encontrado foi de 14,34 ug/mL (45,24 uM). Assim, a piplartina apresenta um indice
de seletividade de aproximadamente 45 vezes em relacao a linhagem leucémica HL-
60. A doxorrubicina, usada como controle positivo, apresentou um valor de IC5y de
0,97 uyg/mL (1,78 uM), para PBMC. O indice de seletividade da doxorrubicina foi de
aproximadamente 50 vezes em relagao a linhagem leucémica HL-60.
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Tabela 9 — Atividade citotoxica da piplartina em células humanas normais. A

doxorrubicina foi usada como controle positivo.

Substancia PBMC HL-60 indice de
Clso [g/mL] Clso [ug/mL] seletividade
(UM) (UM)
Piplartina 14,34 (45,24) 0,33 (1,04) 45
11,05 - 18,60 0,19-0,58
Doxorrubicina 0,97 (1,78) 0,02 (0,04) 50
0,52 -1,80 0,01 -0,03

A tabela apresenta os valores de Clsg o intervalo de confianga de 95% de trés
experimentos independentes realizados em duplicata pelo método do alamar blue
apo6s 72 horas de exposi¢cao com as células PBMC (peripheral blood mononuclear
cell — linfécitos e mondcitos) obtidos por regressdo nao-linear através do programa
GraphPad Prisma versao 5.0. O calculo do indice de seletividade foi calculado em
relacédo a linhagem leucémica HL-60.
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4.2. Estudo do mecanismo de acéo citotéxico em células HL-60

O estudo do mecanismo de acado citotdéxico da piplartina foi realizado
utilizando a linhagem leucémica HL-60 como modelo. Foram avaliados a viabilidade
celular, o potencial transmembranico da mitocondria e o conteudo de DNA nuclear
da célula, que reflete as fases do ciclo celular, por citometria de fluxo. O efeito da
piplartina sobre a ativagdo da caspase-3 também foi avaliado. Adicionalmente, o

indice mitético foi determinado por coloracéo diferencial por hematoxilina/eosina.

4.2.1. Determinacgéo da viabilidade celular

A piplartina causou uma reducdo significativa na proliferagdo celular, de
maneira dependente da concentragdo, apenas 24 horas apos a incubacao (figura
14). Na avaliagao da viabilidade celular, foi observado perda da integridade da
membrana citoplasmatica, a partir de 12 horas de incubagcdo com a concentracéo de
10 pg/mL. Apenas apos 24 horas de incubagao foi observado perda da integridade
da membrana citoplasmatica na concentragdo 5 pg/mL (figura 15). A doxorrubicina,
por sua vez, reduziu a proliferacdo celular sem alterar a integridade da membrana

citoplasmatica.

As figuras 16, 17, 18 e 19 mostram os graficos de dispersdo do volume celular
e granulosidade representativos, obtidos por citometria de fluxo apés 3, 6, 12 e 24
horas de incubagdo com a piplartina, respectivamente. A reducdo no volume celular
resulta numa diminui¢do da luz desviada para frente (FSC) e a condensagéo da
cromatina causa um aumento transitorio do desvio da luz para o lado (SSC), seguido
por uma reducgédo da SSC nos estagios finais da apoptose. Na analise do desvio da
luz incidida sobre as células, foi observado um aumento do numero de células
apoptaoticas, a partir de 3 horas de incubagdo em todas as concentragdes testadas.
Com 6 e 12 horas de incubagao com a piplartina, as células apresentaram padrdes
morfolégicos de células em apoptose, entretanto, apds 24 horas de incubagéo a
morfologia apresentou-se tipica de células em necrose, provalvemente tratar-se de

uma apoptose tardia, ja que nas primeras horas a morfologia era de padrao celular
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de apoptose. A doxorrubicina, usada como controle positivo, também apresentou

padrao celular tipico de apoptose também a partir de 3 horas de incubacéo.
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Figura 14 - Efeito da piplartina sobre a proliferagdo de células leucémicas HL-60
determinado por citometria de fluxo usando iodeto de propideo apos 3 (A), 6 (B), 12
(C) e 24 (D) horas de incubagao. O controle negativo (CN) foi tratado com o veiculo
usado para diluir a substancia. A doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle
positivo (CP). Os valores correspondem a média + E.P.M. de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. Cinco mil eventos foram analisados em cada
experimento. Os debris celulares foram excluidos das analises. a, P < 0,05 quando
comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (analise da variancia)
seguido por Student Newman-Keuls.
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Figura 15 - Efeito da piplartina sobre a integridade da membrana citoplasmatica de
células leucémicas HL-60 determinado por citometria de fluxo usando iodeto de
propideo apds 3 (A), 6 (B), 12 (C) e 24 (D) horas de incubagéo. O controle negativo
(CN) foi tratado com o veiculo usado para diluir a substancia. A doxorrubicina (0,3
pg/mL) foi usada como controle positivo (CP). Os valores correspondem a meédia +
E.P.M. de trés experimentos independentes realizados em triplicata. Cinco mil
eventos foram analisados em cada experimento. Os debris celulares foram excluidos
das analises. a, P < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por
ANOVA (analise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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Figura 16 - Efeito da piplartina (2,5 pg/mL, C — 5 ug/mL, D - 10 yg/mL, E) sobre a
morfologia de células leucémicas HL-60 determinado por citometria de fluxo usando
o FSC (Forward scatter - desvio da luz para frente) e SSC (Side Scatter - desvio da
luz para o lado) como parametros de tamanho relativo da célula e granulosidade ou
complexidade interna da célula, respectivamente, apdés 3 horas de incubacido. O
controle negativo (A) foi tratado com o veiculo usado para diluir a substancia. A
doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle positivo (B). Os resultados sao
representativos de trés experimentos independentes realizados em ftriplicata Os
debris celulares foram excluidos das analises. Cinco mil eventos foram analisados
em cada experimento.
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Figura 17 - Efeito da piplartina (2,5 pg/mL, C — 5 uyg/mL, D - 10 yg/mL, E) sobre a
morfologia de células leucémicas HL-60 determinado por citometria de fluxo usando
o FSC (Forward scatter - desvio da luz para frente) e SSC (Side Scatter - desvio da
luz para o lado) como parametros de tamanho relativo da célula e granulosidade ou
complexidade interna da célula, respectivamente, apds 6 horas de incubacido. O
controle negativo (A) foi tratado com o veiculo usado para diluir a substancia. A
doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle positivo (B). Os resultados sao
representativos de trés experimentos independentes realizados em triplicata Os
debris celulares foram excluidos das analises. Cinco mil eventos foram analisados
em cada experimento.
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Figura 18 - Efeito da piplartina (2,5 pg/mL, C — 5 uyg/mL, D - 10 ug/mL, E) sobre a
morfologia de células leucémicas HL-60 determinado por citometria de fluxo usando
o FSC (Forward scatter - desvio da luz para frente) e SSC (Side Scatter - desvio da
luz para o lado) como parametros de tamanho relativo da célula e granulosidade ou
complexidade interna da célula, respectivamente, apdés 12 horas de incubagdo. O
controle negativo (A) foi tratado com o veiculo usado para diluir a substancia. A
doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle positivo (B). Os resultados séo
representativos de trés experimentos independentes realizados em triplicata Os
debris celulares foram excluidos das anadlises. Cinco mil eventos foram analisados
em cada experimento.
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Figura 19 - Efeito da piplartina (2,5 pg/mL, C — 5 uyg/mL, D - 10 yg/mL, E) sobre a
morfologia de células leucémicas HL-60 determinado por citometria de fluxo usando
o FSC (Forward scatter - desvio da luz para frente) e SSC (Side Scatter - desvio da
luz para o lado) como parametros de tamanho relativo da célula e granulosidade ou
complexidade interna da célula, respectivamente, apds 24 horas de incubagdo. O
controle negativo (A) foi tratado com o veiculo usado para diluir a substancia. A
doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle positivo (B). Os resultados sao
representativos de trés experimentos independentes realizados em triplicata Os
debris celulares foram excluidos das analises. Cinco mil eventos foram analisados
em cada experimento.
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4.2.2. Determinagédo do potencial transmembranico da mitocondria

A figura 20 mostra os resultados encontrados. Foi observada despolarizagéo
mitocondrial em células leucémicas HL-60 tratadas com a maior concentragao da
piplartina (10 pg/mL) a partir de 3 horas de incubagao. Entretanto, apds 24 horas de
incubacéo apenas o tratamento com a menor concentragéo da piplartina (2,5 pg/mL)
apresentou despolarizagcdo mitocondrial. A doxorrubicina, usada como controle
positivo, apresentou despolarizacdo mitocondrial também a partir de 3 horas de

incubacao.

4.2.3. Determinagéo da ativagéo da caspase-3

A figura 21 mostra os resultados encontrados. Foi observada ativagdo da
caspase-3 em células leucémicas HL-60 tratadas apenas com a menor

concentracéo da piplartina (2,5 pg/mL).
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Figura 20 - Efeito da piplartina sobre o potencial transmembranico de células
leucémicas HL-60 determinado por citometria de fluxo usando rodamina 123 apos 3
(A), 6 (B), 12 (C) e 24 (D) horas de incubagao. O controle negativo (CN) foi tratado
com o veiculo usado para diluir a substancia. A doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada
como controle positivo (CP). Os valores correspondem a média + E.P.M. de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. Cinco mil eventos foram
analisados em cada experimento. Os debris celulares foram excluidos das analises.
a, P < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (analise
da variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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Figura 21 — Efeito da piplartina sobre a ativagdo da caspase-3 em células
leucémicas HL-60 apds 24 horas de incubagao. O controle negativo (CN) foi tratado
com o veiculo usado para diluir a substancia. A doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada
como controle positivo (CP). Os resultados estdo expressos como atividade
especifica. Os valores correspondem a média £+ E.P.M. de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. a, P < 0,05 quando comparado com o grupo
controle negativo por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student Newman-
Keuls.
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4.2.4. Determinacao do conteudo de DNA nuclear da célula

A tabela 10 mostra os resultados encontrados. A piplartina induziu parada do
ciclo celular em G,/M, em todas as concentragdes testadas, apdés 3 horas de
incubacéo (22,13 % do controle contra 27,03 %, 27,31 % e 28,03 % das células
tratadas com piplartina nas concentragdes de 2,5 ug/mL, 5 pg/mL e 10 ug/mL,
respectivamente). A parada do ciclo celular foi seguida de fragmentagdo do DNA
(sub-G4) celular (2,77 % do controle contra 7,43 %, 7,55 % e 9,11 % das células
tratadas com piplartina nas concentragdes de 2,5 ug/mL, 5 pg/mL e 10 ug/mL,

respectivamente, apos 6 horas de incubagao).

Apos 12 horas de incubacgao, foi observado citotoxicidade, como observado
pela fragmentagcdo do DNA, preferencialmente para as células em G,/M (21,56 % do
controle contra 5,48 %, 6,06 % e 6,40 % das células em Gy/M e 2,53 % do controle
contra 14,55 %, 19,56 % e 20,42 % das células em sub-G1 das células tratadas com

piplartina nas concentragdes de 2,5 ug/mL, 5 pg/mL e 10 ug/mL, respectivamente).

Apos 24 horas de incubagdo, a maioria das células apresentava o DNA
fragmentado (2,60 % do controle contra 33,21 %, 40,53 % e 51,59 % das células
tratadas com piplartina nas concentragdes de 2,5 ug/mL, 5 pg/mL e 10 ug/mL,
respectivamente). A doxorrubicina, usada como controle positivo, também
apresentou parada do ciclo celular Go/M apds 3 horas de incubagao, seguido por

fragmentacao do DNA celular.
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Tabela 10 — Efeito da piplartina sobre distribuicdo do ciclo celular de células

leucémicas HL-60 determinado por citometria de fluxo usando iodeto de propideo. A

doxorrubicina foi usada como controle positivo (CP). O controle negativo (CN) foi

tratado com o veiculo usado para diluir a substancia.

Substancias Concentrages Contetido de DNA (%)
(Hg/mL) Sub-G, G, S Go/M

3 horas de incubacao

CN - 256+0,27 50,09+2,18 22,30+0,66 22,13+1,07

CP 0,3 3,54+0,24° 46,25+0,60 20,68+0,67 28,18+0,41°

Piplartina 2,5 2,53+0,12 46,70+0,78 22,03+0,44 27,03 +1,00°
5 2,73+0,23 48,72+0,94 20,72+1,21 27,31 +0,37°
10 3,01+0,14 49,78+1,03 18,59+1,14 28,03 +0,49°

6 horas de incubacéo

CN - 2,77+0,38 57,59+0,97 21,07+0,64 19,26 +0,62

CP 0,3 13,94 +1,57° 5152+1,92 23,02+1,08 16,70 £ 0,69°

Piplartina 25 743+0,87° 58,67+245 19,32+0,66 18,35+2,02
5 755+0,45* 5914+133 19,63+0,69 20,59 +0,56
10 9,11+1,07® 6025+1,42 1896+0,40 19,46+0,25

12 horas de incubacéo

CN - 2,563+ 0,21 5417 +0,52 21,96+1,04 21,56+0,57

CP 0,3 33,12+ 3,88% 48,45+1,17* 14,80+ 3,303 4,48 +1,56°

Piplartina 2,5 14,55+ 1,64° 4953+1,03 2396+0,96 5,15+0,93°
5 19,56 + 0,95 53,94+165 24,30+0,31 6,06 +0,80°
10 20,42 +1,72° 56,93+1,43 2528+0,23 6,41+0,29°

24 horas de incubacdao

CN - 260+042 50,701,170 20,70+0,52 23,64 +0,48°

CP 0,3 69,98 £ 1,59° 27,76 £0,97° 2,155+0,36° 0,78 £0,10°

Piplartina 25 33,21+2,89° 43,96+1,76 22,71+1,48 3,28+0,73°
5 40,53 +2,23° 42,890+1,66 19,26 +0,46 2,55+0,43°
10 51,59 + 3,04 33,28+0,68° 14,66+ 1,39° 1,97 £0,32°

A tabela apresenta os valores correspondentes a média %

E.P.M. de trés

experimentos independentes realizados em triplicata. Cinco mil eventos foram
analisados em cada experimento. Os debris celulares foram excluidos das analises.
a, P < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (analise
da variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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4.2.5. Determinacao do indice mitotico

Desde que a piplartina foi capaz de induzir parada do ciclo celular em G,/M, o
indice mitdtico foi calculado apds 3 horas de incubagdo com o farmaco a fim de
avaliar o efeito deste sobre a mitose. As figuras 22 e 23 mostram os resultados
encontrados. A piplartina ndo alterou o indice mitdético nas condicbes testadas. A
comparagao dos valores do indice mitético com os resultados do ciclo celular,
realizado por citometria de fluxo, sugeriu que a parada em G,/M é na verdade uma
parada na fase G,. A doxorrubicina, usada como controle positivo, também

apresentou parada do ciclo celular na fase G..
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Figura 22 — Avaliagdo do efeito da piplartina sobre o indice mitético de células
leucémicas HL-60 determinado por coloragdo diferencial com hematoxilina/eosina
em células leucémicas HL-60 apods 3 horas de incubagao. O controle negativo (CN)
foi tratado com o veiculo usado para diluir a substancia. A doxorrubicina (0,3 pg/mL)
foi usada como controle positivo (CP). Os valores correspondem a média + E.P.M.
de trés experimentos independentes realizados em ftriplicata. Mil células foram
analisadas em cada lamina. a, P < 0,05 quando comparado com o grupo controle
negativo por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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Figura 23 — Analise do indice mitético demonstrando uma parada do ciclo celular em
G, associada com o tratamento com a piplartina. O indice mitético foi determinado
por coloragao diferencial com hematoxilina/eosina em células leucémicas HL-60
apo6s 3 horas de incubacdo. A porcentagem de células em Gy/M corresponde aos
valores da tabela 10. O controle negativo (CN) foi tratado com o veiculo usado para
diluir a substancia. A doxorrubicina (0,3 ug/mL) foi usada como controle positivo
(CP). Os valores correspondem a média = E.P.M. de trés experimentos
independentes realizados em ftriplicata. Mil células foram analisadas em cada
lamina. a, P < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA
(analise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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4.3. Estudo da atividade genotdxica e mutagénica

No estudo da atividade genotdxica in vitro, o ensaio do cometa, em células
V79 (fibroblastos de pulm&o de Hamster Chinés), foi realizado para avaliar danos a
fita simples e a fita dupla do DNA induzidos pela piplartina. Adicionalmente, o estudo
do mecanismo de agdo genotdxica foi avaliado por citometria de fluxo. A atividade
mutagénica da piplartina foi investigada em dois modelos classicos: ensaio de
mutacao génica reversa em Salmonella typhimurium (modelo procariético) e ensaio
de mutagenicidade e recombinogénese em Saccharomyces cerevisiae (modelo
eucariotico). Para avaliar o potencial genotoxico/mutagénico in vivo da piplartina, o

ensaio do micronucleo em medula 6ssea foi realizado em camundongos.

4.3.1. Avaliac&o da genotoxicidade in vitro - Dano ao DNA - Ensaio do cometa

Inicialmente foi avaliada a atividade citotoxica da piplartina na linhagem V79,
no ensaio de formagao de colénias em placas. A piplartina apresentou ser citotoxica
em concentragdes maiores que 10 ug/mL. Nas concentragdes inferiores nao foram
detectados efeitos citotdxicos e, por tanto, foi estabelecida a concentragdo de 10

pg/mL como limite superior para o estudo da atividade genotdxica.

A tabela 11 apresenta o efeito genotdxico da piplartina, como avaliado pelo
ensaio do cometa. A piplartina aumentou o indice de dano (ID) e a frequéncia de
dano (FD) em ambas as versdes do ensaio do cometa, condicbes alcalina e
condigdes neutra, de maneira dependente da concentragdo. Sugerindo a quebra da
fita dupla do DNA como principal responsavel pela atividade genotdxica da
piplartina. O metano sulfonato de metila, usado como controle positivo, também
aumentou o indice e a frequéncia de danos ao DNA em ambos o0s ensaios,

validando, assim, o ensaio.
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Tabela 11 — Atividade genotdxica da piplartina em células V79 (fibroblastos de
pulm&o de Hamster Chinés) avaliada pelo teste do cometa apos 3 horas de
incubacdo. O metano sulfonato de metila foi usado como controle positivo (CP). O

controle negativo (CN) foi tratado com o veiculo usado para diluir a substancia.

Substancias Concentracdes Indice de Dano Freqiiéncia de Dano
(ug/mL) (ID)* (FD)#
Cometa alcalino (pH~13,0)
CN - 26,75 + 3,68 23,66 + 4,04
CP 40 225,5 + 9,20° 93,33 + 3,787
Piplartina 1 39,75 £ 6,70 26,00 £ 3,91
2,5 92,75 + 3,13 48,25 + 6,18°
5 134,0 + 6,972 63,25 + 2,06°
10 181,0 + 8,16° 77,00 + 5,59°
Cometa neutro (pH~8,0)
CN - 10,72 + 7,54 7,50 £ 0,57
CP 40 95,46 + 2,93°% 50,0 + 2,302
Piplartina 1 22,75 + 2,62° 20,01 £ 5,712
2,5 38,75 + 2,507 27,27 + 2,62°
5 64,00 + 3,16° 38,00 + 3,36°
10 101,5 + 9,67° 55,25 + 2,50°

A tabela apresenta os valores correspondentes a média

D.P. de quatro

experimentos independentes realizados em duplicata, obtidos a partir da contagem
de 100 células por experimento. *, escores obtidos pela multiplicacdo do numero de
células de cada classe (0, 1, 2, 3 e 4) pela classe de dano, variando de 0 (sem dano)
a 400 (dano maximo). #, valores calculados como percentual de dano (%). a, P <
0,05 comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de
comparagdes multiplas de Tukey.
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4.3.2. Estudo do mecanismo de a¢cdo genotoéxico em células V79

O estudo do mecanismo de acdo genotoxico da piplartina foi realizado na
linhagem celular V79 (fibroblastos de pulmédo de Hamster Chinés). Foram avaliados
a viabilidade celular, o potencial transmembranico da mitocéndria e o conteudo de

DNA nuclear da célula, que reflete as fases do ciclo celular, por citometria de fluxo.

4.3.2.1. Determinacao da viabilidade celular

A piplartina ndo causou reducéao significativa na proliferacdo celular nem na
viabilidade celular (figura 24 e 25). A doxorrubicina, por sua vez, também n&o alterou
estes parametros. Entretanto, morfologia celular foi alterada em ambas as
concentragbes testadas. A figura 26 mostra os graficos de dispersdo do volume
celular e granulosidade representativos. Na analise do desvio da luz incidida sobre
as células, foi observado um aumento do numero de células apoptdticas em ambas
as concentragdes testadas. A doxorrubicina, usada como controle positivo, também

apresentou padrao celular tipico de apoptose.
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Figura 24 - Efeito da piplartina sobre a proliferagao de células V79 (fibroblastos de
pulmdo de Hamster Chinés) determinado por citometria de fluxo usando iodeto de
propideo apds 3 horas de incubagao. O controle negativo (CN) foi tratado com o
veiculo usado para diluir a substancia. A doxorrubicina (1 pug/mL) foi usada como
controle positivo (CP). Os valores correspondem a média + E.P.M. de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. Cinco mil eventos foram
analisados em cada experimento. Os debris celulares foram excluidos das analises.
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Figura 25 - Efeito da piplartina sobre a integridade da membrana citoplasmatica de
células V79 (fibroblastos de pulmdo de Hamster Chinés) determinado por citometria
de fluxo usando iodeto de propideo apds 3 horas de incubagdo. O controle negativo
(CN) foi tratado com o veiculo usado para diluir a substancia. A doxorrubicina (1
pg/mL) foi usada como controle positivo (CP). Os valores correspondem a meédia +
E.P.M. de trés experimentos independentes realizados em triplicata. Cinco mil
eventos foram analisados em cada experimento. Os debris celulares foram excluidos
das analises.
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Figura 26 - Efeito da piplartina (5 pg/mL, C - 10 uyg/mL, D) sobre a morfologia de
células V79 (fibroblastos de pulmdo de Hamster Chinés) determinado por citometria
de fluxo usando o FSC (Forward scatter - desvio da luz para frente) e SSC (Side
Scatter - desvio da luz para o lado) como parametros de tamanho relativo da célula e
granulosidade ou complexidade interna da célula, respectivamente, apds 3 horas de
incubacédo. O controle negativo (A) foi tratado com o veiculo usado para diluir a
substancia. A doxorrubicina (1 pg/mL) foi usada como controle positivo (B). Os
resultados sao representativos de trés experimentos independentes realizados em
triplicata Os debris celulares foram excluidos das analises. Cinco mil eventos foram
analisados em cada experimento.
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4.3.2.2. Determinagéo do potencial transmembréanico da mitocondria

A figura 27 mostra os resultados encontrados. Foi observada despolarizagéo
mitocondrial em células V79 tratadas com ambas as concentragao da piplartina. A
doxorrubicina, usada como controle positivo, também apresentou despolarizagao

mitocondrial.

4.3.2.3. Determinacao do conteudo de DNA nuclear da célula

A tabela 12 mostra os resultados encontrados. A piplartina induziu parada do
ciclo celular em Gy/M, em ambas as concentragdes testadas (22,85 % do controle
contra 28,51 % e 26,97 % das células tratadas com piplartina nas concentracoes de
5 ug/mL e 10 yg/mL, respectivamente). A parada do ciclo celular foi acompanhada
de fragmentacado do DNA (sub-G,) celular (1,41 % do controle contra 5,79 % e 9,82
% das células tratadas com piplartina nas concentragdes de 5 pg/mL e 10 pg/mL,

respectivamente).
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Figura 27 - Efeito da piplartina sobre o potencial transmembréanico de células V79
(fibroblastos de pulmdo de Hamster Chinés) determinado por citometria de fluxo
usando rodamina 123 apos 3 horas de incubacdo. O controle negativo (CN) foi
tratado com o veiculo usado para diluir a substancia. A doxorrubicina (1 ug/mL) foi
usada como controle positivo (CP). Os valores correspondem a média + E.P.M. de
trés experimentos independentes realizados em triplicata. Cinco mil eventos foram
analisados em cada experimento. Os debris celulares foram excluidos das analises.
a, P < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (analise
da variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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Tabela 12 — Efeito da piplartina sobre a distribuicdo do ciclo celular em células V79
(fibroblastos de pulmdo de Hamster Chinés) determinado por citometria de fluxo
usando iodeto de propideo. A doxorrubicina foi usada como controle positivo (CP). O

controle negativo (CN) foi tratado com o veiculo usado para diluir a substancia.

Substancias  Concentragfes Contetudo de DNA (%)
(Hg/mL)
SUb-Gl G]_ S Gz/M
CN - 1,41 10,28 48,97 £+ 1,18 21,97 £ 0,81 22,85 + 0,91
CP 1,0 15,22 +0,76° 4764+152 23,32+0,45 13,51+1,10°
Piplartina 5 579 +1,58° 38,94+1,68° 23,74+124 28,51+0,94°
10 9,82+0,71* 38,31+3,34* 2285+1,59 26,97 +0,36°

A tabela apresenta os valores correspondentes a média + E.P.M. de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. Cinco mil eventos foram
analisados em cada experimento. a, P < 0,05 quando comparado com o grupo
controle negativo por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student Newman-
Keuls.
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4.3.3. Avaliacdo da mutagenicidade no ensaio de mutagdo génica reversa em

Salmonella typhimurium — Teste de Ames

Inicialmente, o efeito citotoxico da piplartina foi avaliado usando a linhagem
TA 100. A piplartina apresentou citotoxicidade em concentragdes maiores que 40
pg/mL. Nas concentracdes inferiores ndo foram detectados efeitos citotoxicos e, por
tanto, foi estabelecida a concentracdo de 40 ug/mL como limite superior para o

estudo da atividade mutagénica no ensaio de Ames.

A tabela 13 apresenta os resultados obtidos para a atividade mutagénica por
deslocamento do quadro de leitura ou frameshift (his+) nas linhagens TA98 e TA97a
e a tabela 14 apresenta os resultados obtidos para a atividade mutagénica por
substituicdo de pares de bases (his+) nas linhagens TA100 e TA102. Os resultados
mostram o0 numero de revertentes his+/placa, bem como o indice de
mutagenicidade, para a piplartina nas diferentes concentracbes testadas na
presengca e auséncia de ativagcdo metabdlica (S9). Verifica-se que n&o ocorreu
aumento da frequéncia de mutantes revertentes na presenca de piplartina nas
diferentes concentragbes testadas e os indices de mutagenicidade foram todos
menores que 2, indicando auséncia de atividade mutagénica no teste de Ames. O 4-
nitroquinolina-N-6xido, a aflatoxina B e a azida sdédica, usados como controles

positivos, aumentaram o indice de mutagenicidade validando, assim, o ensaio.
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Tabela 13 — Avaliagdo da atividade mutagénica por deslocamento do quadro de

leitura ou frameshift (his+) nas linhagens TA98 e TA97a de Salmonella typhimurium

apos tratamento com piplartina sem (-S9) ou com (+S9) ativagdo metabdlica. O 4-

nitroquinolina-N-6xido (para -S9) e a aflatoxina B1 (para o +S9) foram usados como

controle positivo (CP). O controle negativo (CN) foi tratado com o veiculo usado para

diluir a substancia.

Linhagens de S. typhimurium

A Concentracdes
Substancias TA98 TA97a
(Hg/mL)
Rev./placa IM Rev./placa M
Sem ativacao metabdlica (-S9)
CN - 23+4 - 158 + 16 -
CP 0,5 301 + 29 12,9 798 + 134 51
Piplartina 8 21+4 0,9 184 + 25 1,0
16 23+6 1,0 159 £ 15 0,9
24 26+3 1,1 167 + 31 0,9
32 16 +3 0,7 167 £7 0,9
40 19+4 0,6 119+ 21 1,0
Com ativacao metabdlica (+S9)
CN - 25+ 1 - 153 £ 30 -
CP 1 1031 £ 139 41,8 709 + 214 4,6
Piplartina 8 25+2 1,0 182 +12 1,2
16 22+7 0,9 180 + 35 1,2
24 26+3 1,1 166 + 44 1,1
32 21+£2 0,8 156 £ 13 1,0
40 27+ 6 1,1 150 + 8 1,0

A tabela apresenta o numero de revertentes por placa (Rev./placa) correspondente a
média = D.P. e indice de mutagenicidade (IM — n° de revertentes na placa teste/ n°
de revertentes do controle negativo) de trés experimentos independentes realizados
em triplicata. A substancia é considerada mutagénica quando o IM for maior ou igual
a 2, em pelo menos uma das doses testadas e, quando houver uma relacdo dose
resposta entre as concentragdes testada e o numero de revertentes induzidos.
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Tabela 14 — Avaliacdo da atividade mutagénica por substituicdo de pares de bases

(his+) nas linhagens TA100 e TA102 de Salmonella typhimurium apds tratamento

com piplartina sem (-S9) ou com (+S9) ativagdao metabdlica. O 4-nitroquinolina-N-

oxido (para -S9 na linhagem TA102), azida sédica 5ug/mL (para —S9 na linhagem

TA100) e a aflatoxina B1 (para o +S9) foram usados como controle positivo (CP). O

controle negativo (CN) foi tratado com o veiculo usado para diluir a substancia.

Linhagens de S. typhimurium

A Concentracdes
Substancias TA100 TA102
(Hg/mL)
Rev./placa IM Rev./placa IM
Sem ativacao metabdlica (-S9)
CN - 137 £12 - 340 + 28 -
CP 0,5 972 + 36 7,1 2703 + 134 7.9
Piplartina 8 136 £ 20 1,0 378 + 68 1,1
16 116 £1 0,8 282 +£13 0,8
24 130 £10 0,9 365 + 11 1,1
32 119+ 15 0,9 317 £ 61 0,9
40 153 £ 22 1,1 299 + 13 0,9
Com ativacao metabdlica (+S9)
CN - 93+ 16 - 403 £ 11 -
CP 0,5 1054 + 163 11,3 972 + 233 2,4
Piplartina 8 80 + 17 0,9 567 + 47 1,4
16 89+3 0,9 572 + 14 1,4
24 92 + 11 1,0 588 + 31 1,4
32 85+ 17 0,9 632 + 14 1,6
40 114+ 9 1,2 355 + 262 0,9

A tabela apresenta o numero de revertentes por placa (Rev./placa) correspondente a
média = D.P. e indice de mutagenicidade (IM — n° de revertentes na placa teste/ n°
de revertentes do controle negativo) de trés experimentos independentes realizados
em triplicata. A substancia é considerada mutagénica quando o IM for maior ou igual
a 2, em pelo menos uma das doses testadas e, quando houver uma relacdo dose
resposta entre as concentragdes testada e o numero de revertentes induzidos.
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4.3.4. Avaliagdo da mutagenicidade e recombinogénese em Saccharomyces

cerevisiae

Inicialmente foi avaliada a atividade citotéxica da piplartina em fase
exponencial de crescimento e em fase estacionaria de crescimento na linhagem
XV185-14c de S. cerevisiae. A piplartina ndo apresentou citotoxicidade em S.
cerevisiae durante a fase estacionaria de crescimento, entretanto, apresentou ser
citotéxica durante a fase exponencial de crescimento em concentragdes maiores que
100 pg/mL. Portanto, foi estabelecida a concentragcdo de 100 ug/mL como limite

superior para o estudo da atividade mutagénica e recombinogénica.

A tabela 15 apresenta os resultados obtidos para a indug¢do de mutacgéo
reversa e para frente ou forward (canl) na linhagem hapldide N123 de S. cerevisiae
e a tabela 16 apresenta os resultados obtidos para a indugao de mutagao pontual
(his-7 e lysl-1) e mutagdo por deslocamento do quadro de leitura ou frameshift
(hom3-10) na linhagem haploide XV185-14c de S. cerevisiae. A piplartina n&o
induziu mutagenicidade em nenhuma das linhagens de S. cerevisiae em culturas
com PBS, mas mostrou-se como um agente mutagénico quando as linhagens foram
cultivadas com meio de cultura. A indugdo de mutagao reversa e para frente ou
forward (canl) na linhagem N123 ou mutag&o por deslocamento do quadro de leitura
ou frameshift (hom3-10) na linhagem XV185-14c foram observada apenas nas
maiores concentragdes testadas. A indugcdo de mutagao pontual (his-7 e lysl-1) na
linhagem XV185-14c foi observada em todas as concentragbes testadas. O 4-
nitroquinolina-N-oxido, usado como controle positivo, também apresentou resultados

positivos nos testes realizados, validando, assim, o ensaio.

O efeito da piplartina em induzir recombinagdes mitdticas intergénicas ou
crossing-over (+/cyh2) e intragénicas ou conversdo génica (leul-1/leul-12) foi
avaliado na linhagem dipléide XS2316 de S. cerevisiae (tabela 17). A piplartina
causou recombinogénese em S. cerevisiae cultivada em PBS apenas na maior
concentragdo testada. Entretanto, causou recombinag¢des mitéticas intergénica e
intragénica em todas as concentragdes testadas quando a levedura foi cultivada com
meio de cultura. O 4-nitroquinolina-N-6xido, usado como controle positivo, também

apresentou resultados positivos neste teste, validando, assim, este ensaio.
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Tabela 15 — Indugdo de mutacido reversa e para frente ou forward (canl) na
linhagem hapldide N123 de Saccharomyces cerevisiae apods tratamento com
piplartina em fase exponencial de crescimento. O 4-nitroquinolina-N-6xido foi usado
como controle positivo (CP). O controle negativo (CN) foi tratado com o veiculo

usado para diluir a substancia.

o Concentracdes Sobrevivéncia Revertentes Can/10’
Substancias _
(ug/mL) (%) Sobreviventes*

Culturas com PBS (sem condic¢des de crescimento)
CN - 100 (321)# 3,03 +£0,22
CP 0,5 55,09 (177) 17,36 + 1,412
Piplartina 10 94,70 (304) 3,61+0,27

25 90,87 (292) 3,95+0,16

50 81,21 (261) 4,72+0,2

100 69,70 (224) 6,1+0,28

Cultura com meio de cultura (com condi¢fes de crescimento)

CN - 100 (250) 4,01+0,35

CP 0,5 48,06 (120) 26,68 + 0,44°

Piplartina 10 83,55 (208) 5,27 + 0,50
25 72,61 (181) 7,16 £0,77°
50 69,57 (173) 9,22 + 1,06°
100 60,18 (150) 13,94 + 1,63°

A tabela apresenta os valores correspondentes a média + D.P. de trés experimentos
independentes realizados em ftriplicata. *, Revertentes de ldocus-especifico. #,
Numero entre parénteses corresponde ao numero de colbnias contadas. a, P < 0,05
comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de comparagdes
multiplas de Tukey.

- 159 -



Resultados

Tabela 16 — Indugao de mutacao pontual (his-7 e lysl-1) e mutagédo por deslocamento do quadro de leitura ou frameshift (hom3-
10) na linhagem haploide XV185-14c de Saccharomyces cerevisiae apds tratamento com piplartina em fase exponencial de
crescimento. O 4-nitroquinolina-N-6xido foi usado como controle positivo (CP). O controle negativo (CN) foi tratado com o veiculo

usado para diluir a substancia.

| Concentracdes  Sobrevivéncia RevgrtenYtes Revertenges Revertentis
Substancias (ug/mL) (%) His/10 Lys/10 Hom3/10
Sobreviventes* Sobreviventes# Sobreviventes*

Culturas com PBS (sem condi¢cdes de crescimento)

CN - 100 (124)§ 12,39 £ 1,63 1,87 £ 0,46 2,16 £ 0,57

CP 0,5 58,51 (72) 114,25 + 1,92° 41,17 + 4,85° 21,07 £ 1,372

Piplartina 10 96,54 (120) 11,09 + 0,34 1,52+ 0,15 1,67 £ 0,10
25 86,74 (102) 13,92 + 0,65 2,16 + 0,51 2,16 + 0,51
50 80,78 (100) 14,98 + 1,47 2,93 £ 0,99 1,98 + 1,00
100 75,20 (93) 16,06 + 1,77 3,57 £ 1,19 3,58 £ 0,70

Cultura com meio de cultura (com condi¢cGes de crescimento)

CN - 100 (382) 9,88 + 1,27 7,33+0,10 4,27 + 0,76

CP 0,5 45,23 (172) 56,92 + 3,54° 50,36 + 5,12° 22,10 £ 2,01°

Piplartina 10 89,95 (343) 22,67 +1,88° 11,61 £ 2,36 5,03 £ 0,51
25 84,78 (323) 22,07 £+ 0,91° 13,78 £ 1,33° 5,46 + 0,50
50 58,09 (222) 26,51 +1,31° 18,15 + 0,63° 8,41 + 1,06°
100 47,17 (180) 30,56 + 1,65° 20,93 +1,71° 10,0 + 0,95°

A tabela apresentao os valores correspondentes a média = D.P. de trés experimentos independentes realizados em triplicata. *,
Revertentes de locus-especifico. #, Revertentes de l6cus-ndo especifico. §, NUmero entre parénteses corresponde ao numero de
colonias contadas. a, P < 0,05 comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de comparacgdées multiplas de
Tukey.
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Tabela 17 — Indugédo de recombinag¢des mitdticas intergénica ou crossing-over (+/cyh2) e intragénica ou conversao génica (leul-

1/leul-12) na linhagem diploide XS2316 de Saccharomyces cerevisiae apos tratamento com piplartina em fase exponencial de

crescimento. O 4-nitroquinolina-N-6xido foi usado como controle positivo (CP). O controle negativo (CN) foi tratado com o veiculo

usado para diluir a substancia.

Substancias Concentracdes Sobrevivéncia Recombinac8es intergénica/10° Recombinacdes intragénica/10°
(ug/mL) (%) Sobreviventes Sobreviventes

Culturas com PBS (sem condi¢des de crescimento)

CN - 100 (473)# 11,31+ 1,58 2,66 + 0,55

CP 0,5 45,44 (215) 86,73 + 1,82° 44,19 + 2,82°

Piplartina 10 83,23 (394) 14,67 + 2,02 4,35 +0,52
25 79,81 (378) 19,39 +1,38? 5,38 + 0,03
50 76,12 (361) 25,30 £ 0,47° 6,15 + 0,742
100 63,01 (298) 30,29 + 1,82° 6,63 + 0,582

Cultura com meio de cultura (com condi¢cdes de crescimento)

CN - 100 (782) 30,08 £ 1,71 3,79+0,12

CP 0,5 44,43 (347) 101,74 + 5,89° 32,01 £2,21°

Piplartina 10 87,85 (687) 46,95 + 1,52° 5,77 £ 0,30
25 83,71 (655) 51,51 +2,01° 6,38 £ 0,19?
50 79,84 (624) 52,72 + 1,572 6,99 + 0,30°
100 66,55 (520) 60,76 + 5,63° 9,48 + 0,36°

A tabela apresenta os valores correspondentes a média + D.P.M. de trés experimentos independentes realizados em triplicata. #,
Numero entre parénteses corresponde ao numero de coldnias contadas. a, P < 0,05 comparado com o controle negativo por
ANOVA seguido pelo teste de comparag¢dées multiplas de Tukey.
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4.3.5. Avaliagcdo da genotoxicidade/mutagenicidade em medula O0ssea de

camundongos — Teste do micronudcleo in vivo

A tabela 18 apresenta os resultados encontrados. A piplartina aumentou
significantemente a fequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados
(EPCM) apo6s 24 horas de tratamento, quando comparado com o grupo controle.
Entretanto, ndo foi observado aumento significante na freqiéncia de micronucleos
apos 48 de tratamento, provavelmente devido a regene¢do medular. Houve uma
relagcdo dose resposta entre a indugcao de EPCM e as diferentes doses do farmaco
administrado. Nao houve diferengas estatisticamente significante entre os animais
machos ou fémeos, sugerindo que o estrégeno nao interfere nesta agédo. De
qualquer modo, a piplartina ndo alterou a relacdo de eritrocitos policromaticos
(EPC) e eritrécitos normocromaticos (ENC) em nenhum periodo analisado (tabela
19).

De acordo com os resultados, a piplartina apresentou resultado positivo
neste ensaio, ou seja, apresenta atividade genotdxica/mutagénica in vivo. Esta
resposta positiva pode ser atribuida a uma atividade clastogénica e/ou

aneuploidogénica da piplartina.
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Tabela 18 — Frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCM) em
medula 6ssea em camundongos apos tratamento com piplartina. O metano
sulfonato de etila foi usado como controle positivo (CP). O controle negativo (CN)

foi tratado com o veiculo usado para diluir a substancia.

Dose N°de  Total de 24 horas 48 horas
Substancias (ma/ka) animais EPC N° de EPCM N° de EPCM
contados  epcvi/animal (%) EPCM/animal (%)
Machos
CN - 5 10000 4,80 £ 0,20 0,24 4,20 + 0,80 0,21
CP 200 5 10000 37,40+4,45* 1,87 30,80 +3,29° 1,54
Piplartina 50 5 10000 4,00 £ 0,55 0,20 4,00 +£ 0,32 0,20
100 5 10000 15,60+ 1,81* 0,78 7,00 £ 3,03 0,35
Fémeas
CN - 5 10000 6,60 £ 1,29 0,33 4,00 + 0,84 0,20
CP 200 5 10000 43,00+2,19° 2,15 41,20 £0,80* 2,06
Piplartina 50 5 10000 5,60 + 1,89 0,28 5,00 £ 1,52 0,25
100 5 10000 16,00 +1,98* 0,80 7,80 + 1,24 0,39

A tabela apresenta os valores correspondentes a média £ E.P.M. de n animais. a,
P < 0,05 comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de
comparagdes multiplas de Tukey.
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Tabela 19 - Proporgdo de eritrocitos policromaticos

(EPC)

e eritrocitos

normocromaticos (ENC) de medula 6ssea em camundongos apods tratamento com

piplartina. O metano sulfonato de etila foi usado como controle positivo (CP). O

controle negativo (CN) foi tratado com o veiculo usado para diluir a substancia.

24 horas 48 horas

Dose N°de  Total de \° do N do

Substancias animais EPC EPC/ EPC/
(mg/kg) contados  EPClanimal  (EPC + EPC/animal  (EPC +
ENC) (%) ENC) (%)

Machos
CN - 5 1000 506,2 + 14,36 50,62 500,2 + 10,97 50,02
CP 200 5 1000 278,4 + 30,462 27,84 372,8 +33,42* 37,28
Piplartina 50 5 1000 498,2 + 7,36 49,82 456,6 £ 11,11 45,66

100 5 1000 476,0 £ 24,51 47,60 438,6 £ 28,12 43,86
Fémeas
CN - 5 1000 495,8 £ 10,93 49,58 479,6 £14,14 47,96
CP 200 5 1000 309,0 + 56,072 30,90 233,8 + 26,26 23,38
Piplartina 50 5 1000 496,2 + 12,65 49,62 475,0 £ 20,02 47,50

100 5 1000 455,2 + 13,95 45,52 473,6 £ 26,05 47,36

A tabela apresenta os valores correspondentes a média £ E.P.M. de n animais. a,
P < 0,05 comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de

comparagdes multiplas de Tukey.
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4.4. Estudo farmacocinético

Dentre o estudo farmacocinético, foi estudada a cinética de absorcdo da
piplartina apés uma unica dose de 50 mg/kg em ratos. Para tanto, inicialmente a
metodologia bioanalitica de deteccdo da piplartina em plasma de ratos foi

desenvolvida e validada.

4.4.1. Desenvolvimento e validacdo da metodologia bioanalitica

Os dados apresentados nesta secdo mostram os resultados obtidos com os
procedimentos laboratoriais utilizados para demonstrar que o método analitico
descrito é adequado e confiavel para as analises propostas. O método analitico
proposto foi desenvolvido e validado segundo o0s seguintes critérios:
especificidade, recuperacao, limite de quantificacdo, linearidade, precisao,

exatidao e estabilidade.

A determinagcdo da piplartina em plasma de ratos foi realizada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detecgdo por espectrometria de

massas no modo MS/MS utilizando a carbamazepina como padrao interno.

A piplartina e o padréo interno, carbamazepina, foram extraidos do plasma
de ratos por meio de extracao liquido-liquido utilizando tolueno. Apds a extragao,
as amostras foram secas sob fluxo de ar comprimido, ressuspendidas em fase
movel, acetonitrila/agua (70:30 v/v) mais 0,2 % de acido acético, e analisados por

HPLC com deteccao por espectrometria de massas.

4.4.1.1. Especificidade

A figura 28 mostra os resultados encontrados. O método proposto mostrou-
se especifico, pois a analise da amostra de plasma de rato com piplartina mostrou
que nao foi encontrada interferéncia significativa no tempo de retengao do farmaco

ou do padrao interno quando se compararam os cromatogramas obtidos do
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plasma de ratos branco. Assim, o analito apresentou tempo de retencao de 3,45
minutos e m/z 317,42 > 220,9 e o padréo interno apresentou tempo de retencao
de 2,93 minutos e m/z 236,4 > 193,83. Os tempos de retencdo permaneceram

inalterados durante todo o procedimento de validacédo e quantificacdo do farmaco.

4.4.1.2. Recuperacgéo

Tendo em vista os critérios de validagao para a eficiéncia do procedimento
de extracao utilizado no método analitico, a tabela 20 apresenta os resultados das
analises da recuperacdo do farmaco e do padrao interno. Como pode ser
observado na tabela, o analito apresentou as seguintes percentagens de
recuperacao referentes as analises do controle de qualidade baixo, médio e alto,
respectivamente: 86.07 %, 68.62 % e 72,23 %.

4.4.1.3. Determinacao do limite de quantificacao

Os resultados das corridas analiticas, realizadas com cinco amostras
extraidas com piplartina 2 ng/mL, permaneceram dentro dos critérios exigidos para
determinacdo da menor quantidade de um analito numa amostra que pode ser
determinada quantitativamente com precisédo e exatidao aceitaveis. Deste modo, a
resposta do pico para o limite de quantificagcao foi 5 vezes maior que qualquer
interferéncia na amostra branco no tempo de retencdo do farmaco, sendo esta
resposta identificavel e reprodutivel com precisdo de 20% e exatidao entre 80-

120% em relacdo a concentracdo nominal do padrao.

- 166 -



Resultados

(A)
1004 WRM Of 2 Channels ES+
TIC
3.59e4
%_
Ny \,/“’“\/\/W\/LW\/\/WW
76 "W'I""I""I""I""I""I""I""I'"'I""I""I""I""I""I" T T ) Time
0.oa 0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00
(B) MR of 2 Channels ES+
100+ 275 3174222009
1.82e7
Piplartina
%_
D T 1 T T T T T T T ML T T T T T T T 1 T ol
(C) MRER of 2 Channels ES+
100+ 223 2364 = 193.83
1.1587
Carbamazepina (Padrao Interno)
%_
o T T T T T T T T T T T T T ) Time
0.on 0.80 1.00 1.80 2.00 280 3.00 3.a0 4.00 4480 .

Figura 28 — Perfil cromatografico mostrando a especificidade referente ao método
analitico para quantificacédo da piplartina em plasma de ratos por HPLC com
deteccao por espectrometria de massas. (a) Plasma de ratos branco. (b) Plasma
de ratos branco adicionado da piplartina (2 ng/mL). (c) Plasma de ratos branco
adicionado de padrao interno (carbamazepina, 145 ng/mL). As analises foram
realizadas em HPLC acoplada ao espectrémetro de massas (MS/MS) operando no
modo positivo. Foi utilizada uma coluna C18 e acetonitrila e agua (70:30, v/v) mais
0,2 % de acido acético, como fase movel, em um fluxo de 1 mL/min. As amostras
foram submetidas a extracao liquido-liquido.
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Tabela 20 — Recuperagédo absoluta média do procedimento de purificagcdo das
amostras de plasma de ratos para a piplartina, empregando extragédo liquido-
liquido. Os valores sao apresentados como médias dos percentuais de
recuperacgao e os respectivos valores de prescisdo, expressos em coeficientes de

variagao (C.V., %) de trés analises independentes.

Concentracao da piplartina Piplartina
(ng/mL) Recuperacéo absoluta Prescisdo
(%) (C.V., %)
20 86,07 2,59
625 68,62 1,8
1250 72,23 3,29
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4.4.1.4. Curva de calibracao/linearidade

O método atendeu as especificagdes descritas tendo sido linear nas
concentragcbes testadas de 2, 10, 50, 250, 500 e 1.250 ng/mL, e permitiu
linearidade até 2.500 ng/mL com um coeficiente de correlacdo (r?) maior que 0,98
(r’=0,9968). Uma tipica equacdo da reta foi: y = 0,00838139 * x + 0,0230658,
onde y representa a razao entre a area do pico da piplartina e do padrao interno, e

X representa a concentragao da piplartina (figura 29).

A linearidade da metodologia foi validada uma vez que as analises, em
triplicata, dos seis padrdes de calibracdo apresentaram desvio menor que 20% em
relacdo a concentragdo nominal do limite de quantificagdo (2 ng/mL), desvio
menor que 15% em relagao a concentragdo nominal para as outras concentragdes

da curva de calibracéo e coeficiente de correlacdo maior que 0,98.

4.4.1.5. Precisdo e exatidao

Para obter a precisdo e a exatidao, foram utilizadas 3 concentracdes
distintas dentro da faixa das concentracbes esperadas, incluindo o limite de
quantificacdo e as concentragdes do controle de qualidade. Por definicao, o
coeficiente de variagao (CV), para a precisdo, nédo pode exceder 15% para cada
concentragdo analisada (tolerancia até 20% da concentracdo do limite de
quantificacdo). Em se tratando da exatidao, deve estar dentro de 15% do valor
atual em relacdo a média das amostras de cada concentragao (tolerancia até 20%
da concentracédo do limite de quantificacdo). As analises da precisdo e exatidao

intra-ensaio e inter-ensaio estao apresentadas nas tabelas 21.
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Figura 29 - Curva analitica mostrando a linearidade referente ao método analitico
para quantificagcado da piplartina em plasma de ratos por HPLC com deteccéo por
espectrometria de massas. A curva foi construida com intervalos de concentracao
de 2 a 2.500 ng/mL da piplartina. As amostras foram submetidas a extragao
liquido-liquido.
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Tabela 21 - Precisdo e exatidao intra-ensaio e inter-ensaio referentes ao método
analitico para quantificacdo da piplartina em plasma de ratos por HPLC com
deteccao por espectrometria de massas. Cada valor representa a média de seis
determinacdes para a precisdo e exatidao intra-ensaio e cinco analises por dia
durante 3 dias para a precisao e exatidao inter-ensaio.

Concentracao Concentracao Precisao Exatidao

(ng/mL) determinada (%) (%)
(ng/mL)

Intra-ensaio

20 18,59 6,70 -7,05

625 638,75 3,42 2,20

1.250 1205,22 4,03 -3,58

Inter-ensaio

20 18,86 5,97 -5,70

625 630,41 3,73 0,87

1.250 1230,44 6,46 -1,56
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4.4.1.6. Estabilidade

A tabela 22 apresenta os resultados das analises feitas com as amostras do
controles de qualidade contendo piplartina submetidos aos trés ciclos de
congelamento e descongelamento ou apos permanéncia a temperatura ambiente
por 4 horas, respectivamente. A finalidade destes testes foi verificar a ocorréncia
de degradacao de fragao significativa do farmaco durante os ciclos ou durante a

anlise das amostras.

Os resultados mostram que ndo houve alteragdo significante na
concentracdo no analito durante os trés ciclos de congelamento e

descongelamento ou apds permanéncia a temperatura ambiente por 4 horas.

-172 -



Resultados

Tabela 22 — Estabilidade da piplartina em amostra de plasma, analisadas
imediatamente apds o preparo, mantidas a temperatura de — 20 °C e submetidas a
trés ciclos de congelamentos e descongelamentos ou apds permanéncia a

temperatura ambiente por 4 horas. Cada resultado representa a média de trés

analises.
Concentracao Piplartina
(ng/mL) (valor de P)®

Ciclos de congelamentos e descongelamentos
20 0,0821

1.250 0,0613

4 horas a temperatura ambiente
20 0,0722

1.250 0,0687

@ P < 0,05 foi considerado estatisticamente significante (Student's t-test).
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4.4.2. Estudo de disposicéao cinética da piplartina

As concentracdes plasmaticas médias da piplartina, apds a administracao
intraperitoneal de uma unica dose de 50 mg/kg em ratos (n = 3 para cada tempo
de coleta), estdo sendo apresentadas na tabela 23.

A curva média de decaimento plasmatico da piplartina, apos a
administracao intraperitoneal de uma unica dose de 50 mg/kg em ratos (n = 3 para
cada tempo de coleta), esta sendo apresentado na figura 30.

A tabela 24 apresenta os valores dos parametros farmacocinéticos
calculados a partir da curva de disposicdo cinética da piplartina, apds a
administracao intraperitoneal de uma unica dose de 50 mg/kg em ratos (n = 3 para

cada tempo de coleta).
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Tabela 23 — Concentragdes plasmaticas da piplartina apés a administragao

intraperitoneal de uma unica dose de 50 mg/kg em ratos (n = 3 para cada tempo

de coleta).
Tempo (h) Concentracao plasmatica
(ng/mL)

0 N.Q.
0,083 3.580 + 157,7
0,166 3.255 + 35,84
0,25 2.275 + 54,49
0,5 1.805 + 22,58
1 1.123 £ 114,6
2 650,5 + 140,7
3 479,9 + 17,34
6 331,7 + 51,52
12 274,6 + 39,28
24 46,57 + 2,66

N.Q. Valores nao quantificaveis. Os valores estdo sendo mostrados como média +
E.P.M.
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Figura 30 — Curva de decaimento plasmatico da piplartina apds a administragao
intraperitoneal de uma unica dose de 50 mg/kg em ratos (n = 3 para cada tempo
de coleta).
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Tabela 24 — Parametros farmacocinéticos calculados a partir da curva de
disposigcdo cinética da piplartina, apds a administragdo intraperitoneal de uma

unica dose de 50 mg/kg em ratos (n = 3 para cada tempo de coleta).

Simbolo Resultados
AUC.24n 8.471,26 ng/h/L
AUCy. 8.505,25 ng/h/L
Cmax 3.580,0 ng/mL
Cl 5,88 L/kg/h
Kel 1,37 h

ti2 0,5h

Tmax 0,083 h

vd 13.888,9 L
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4.5. Avaliacéo da associagcéo do 5-Fluourouracil com a piplartina

Na avaliagdo da associacdo do 5-Fluourouracil com a piplartina, foram
realizados estudos in vitro e in vivo. O efeito da associagdo do 5-fluorouracil (5-
FU) com a piplartina foi avaliado in vitro sobre a proliferacdo de células tumorais
humana. Os efeitos dos tratamentos com a piplartina (50 mg/kg/dia), o 5-FU (10
mg/kg/dia) ou a associagao do 5-FU (10 mg/kg/dia) com a piplartina (50 mg/kg/dia)
foram avaliados em camundongos saudaveis ou transplantados com o tumor
Sarcoma 180. Adicionalmente, andlises histopatolégicas, bioquimicas e
hematolégicas foram realizadas com o intuito de avaliar efeitos toxicos causados

pelo tratamento dos animais com os compostos.

4.5.1. Avaliagcdo da associacdo do 5-fluorouracil (5-FU) com a piplartina

sobre a proliferacdo de células tumorais humanas in vitro

A tabela 25 apresenta os valores de Clsp obtidos para o 5-FU na presencga e
na auséncia da piplartina. A concentragcdo de 5-FU que causa 50% de inibicdo da
proliferagdo celular (Clsg) em células HL-60, MDA-MB-435, SF-295 e HCT-8 foi
84,68, 9,19, 2,33 e 11,18 uM, respectivamente. A piplartina aumentou a eficacia
do 5-FU, como observado pelo menor valor de Clsy. Por exemplo, quando o 5-FU
foi usado em combinacdo com a piplartina o valor de Clso diminuiu de 2,33 para
0,49 yM em células SF-295.
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Tabela 25 — Efeito da associagao do 5-fluorouracil (5-FU) com a piplartina sobre a

proliferacdo de células tumorais humanas.

Linhagens 5-Fluorouracil

Clso (UM)

- Piplartina (5uM)

HCT-8 11,18 £ 0,71 4,70 £ 0,55°
SF-295 2,33 +0,51 0,49 +0,11°
HL-60 84,68 + 0,66 38,13 £ 0,43°
MDA-MB-435 9,19 £ 0,85 1,95 + 0,27°

A tabela apresenta os valores de Clsp + E.P.M. de dois experimentos
independentes realizados em quadruplicata pelo método do MTT apds 72 horas
de exposi¢cdo com as células HL-60 (leucemia promielocitica), HCT-8 (célon), SF-
295 (glioblastoma) e MDA-MB-435 (melanoma) obtidos por regressao nao-linear
através do programa GraphPad Prisma versao 5.0. a, P < 0,05 quando comparado
com o 5-FU na auséncia da piplartina por ANOVA (andlise da variancia) seguido
por Student Newman-Keuls.
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4.5.2. Avaliagcdo do efeito da associagcdo do 5-fluorouracil com a piplartina
sobre a massa tumoral de camundongos transplantados com o tumor

Sarcoma 180

O efeito da associagdo do 5-FU com a piplartina em camundongos
transplantados com o tumor Sarcoma 180 esta apresenta na figura 31. Houve
reducao significante (P < 0,05) dos tumores de animais tratados com o 5-FU e
com a piplartina, bem como de animais tratados com o 5-FU associado com a
piplartina. No 8° dia apds o transplante do tumor, a massa tumoral média dos
animais controle foi de 1,90 + 0,12 g, enquanto que dos animais tratados com a
piplartina foi de 1,43 + 0,12 g e 0,99 £ 0,10 g dos tratados com o 5-FU. Quando os
animais foram tratados com o 5-FU associado com a piplartina, a massa tumoral
foi de 0,61 + 0,10 g. Houve diferengas estatisticamente significantes (P < 0,05)
entre a piplartina, o 5-FU ou o tratamento do 5-FU associado com a piplartina em

relagdo ao controle e entre si.

O percentual de inibicdo tumoral da piplartina foi de 24,61 %, enquanto que
para o 5-FU foi de 47,71 %. O percentual de inibicdo do 5-FU aumentou para
68,04 % quando associado a piplartina. Assim, os resultados mostram que o efeito
da associagédo do 5-FU com a piplartina sobre a massa tumoral de camundongos
transplantados com o tumor Sarcoma 180 é do tipo adi¢cdo. Isso indica que a
piplartina pode aumentar a atividade antitumoral de agentes antineoplasicos, como

observado para o quimioterapico 5-FU.

As anadlises histopatologicas dos tumores (figura 32) retirados de
camundongos transplantados com o tumor Sarcoma 180 do grupo controle
mostraram caracteristicas de neoplasia maligna constituida por células redondas e
poligonais, com nucleos hipercromaticos, exibindo por vezes binucleagao e graus
variados de pleomorfismo celular e nuclear. Foram visualizadas mitoses, invaséo
muscular e areas de necrose de coagulagdo. Nos tumores dos animais tratados
com a piplartina, o 5-FU ou pela associagcédo do 5-FU com a piplartina, as areas de
necrose de coagulagao foram mais extensas do que as observadas nos animais

do grupo controle, demonstrando morte celular.
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Figura 31 — Efeito da associagéao do 5-fluorouracil (5-FU) com a piplartina sobre a
massa tumoral de animais transplantados com o tumor Sarcoma 180. O controle
negativo foi tratado com o veiculo usado para diluir os compostos (DMSO 10%).
Os valores correspondem a média + E.P.M. de dez animais. a, P < 0,05 quando
comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (analise da variancia)
seguido por Student Newman-Keuls. b, P < 0,05 quando comparado com 0 grupo
tratado com a piplartina por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student
Newman-Keuls. ¢, P < 0,05 comparado com o grupo tratado com o 5-FU por
ANOVA (analise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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Figura 32 - Histopatologia dos tumores de camundongos transplantados com o
tumor Sarcoma 180. O controle negativo (A) foi tratado com o veiculo usado para
diluir o composto (DMSO 10%). Os animais foram tratados com o 5-fluorouracil
(10 mg/Kg, B), piplartina (50 mg/Kg, C) ou pela associagao (D) do 5-fluorouracil
(10 mg/Kg) com a piplartina (50 mg/Kg). Aumento de 400X.
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4.5.3. Avaliacdo dos aspectos toxicolégicos

4.5.3.1. Efeito da associacdo do 5-fluorouracil com a piplartina sobre a
massa corporea e a massa Umida dos 6rgaos de camundongos saudaveis ou

transplantados com o tumor Sarcoma 180

A tabela 26 apresenta os resultados encontrados. Nenhuma diferenga foi
encontrada na massa corpérea dos animais tratados quando comparados com o
grupo controle (P > 0,05). Em relagdo a massa umida dos 6rgaos (figado, bago e
rins) dos animais tratados com a piplartina ou 5-FU associado com a piplartina em
camundongos, saudaveis ou transplantados com o tumor Sarcoma 180, ndo foram
observadas alteragdes (P > 0,05). Por outro lado, o tratamento dos animais com 5-
FU causou significante (P < 0,05) redugdo da massa dos bacos, quando

comparado com o grupo controle.

Houve diferenca estatisticamente significante (P < 0,05) em relagdo ao
tamanho dos bagos dos camundongos saudaveis e transplantados com o tumor
Sarcoma 180. A massa umida do bago dos camundongos transplantados com o
tumor Sarcoma 180 (0,56 + 0,03 g para o grupo salina) apresentou-se aumentada
em relagdo a dos camundongos saudaveis (0,23 + 0,02 g para o grupo salina),
sugerindo uma esplenomegalia e hematopoiese esplénica induzida pelo tumor
Sarcoma 180. Nao foram encontradas diferencas na massa umida dos demais
orgaos analisados em relagdo a camundongos transplantados com o tumor

Sarcoma 180 ou camundongos saudaveis.
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Tabela 26 — Efeito da associagao do 5-fluorouracil (5-FU) com a piplartina sobre a
massa corpérea e a massa umida dos orgaos (figado, rins e baco) de

camundongos saudaveis ou transplantados com o tumor Sarcoma 180.

Aumento Figado Baco Rins
Substancias Dose  namassa (g/100gde (9/100g de  (g/100g de
(mg/kg) corporea massa massa massa

corporea)  corporea) Corporea)
Camundongos saudaveis
Salina - 324+119 451+0,18 0,23+0,02 1,09 +0,03
DMSO 10% - 3,15+1,02 4,29+0,20 0,40+0,08 1,11+0,05
5-FU 10 287+1,06 4,57+027 045+0,01 1,05+0,08
Piplartina 50 298+1,04 428+040 0,31+0,04 1,15+£0,05
Piplartina + 5-FU 50+ 10 3,05+1,00 4,32+0,22 0,33+0,08 1,14 0,04
Camundongos transplantados com o tumor Sarcoma 180
Salina - 499+105 522+0,09 0,56+0,03° 1,32+0,05
DMSO 10% - 464+103 505+0,12 0,62+0,08° 1,15+0,09
5-FU 10 448+1,11 4,26+0,52 0,40+0,10° 1,06 +0,03
Piplartina 50 456+1,15 4,58+0,26 0,63+0,05° 1,04+0,05
Piplartina + 5-FU 50+ 10 4,81+1,06 5,07 +0,87 0,62+0,24° 1,19+0,10

A tabela apresenta os valores correspondentes a média £ E.P.M. de dez animais.
a, P < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo (DMSO 10%)
experimental por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student Newman-
Keuls. b, P < 0,05 quando comparado com o grupo salina de animais saudaveis
por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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4.5.3.2. Efeito da associacdo do 5-fluorouracil com a piplartina sobre os
parametros bioquimicos de sangue periférico de camundongos saudaveis

ou transplantados com o tumor Sarcoma 180

A tabela 27 apresenta os resultados encontrados. Nao foram encontradas
alteracdes significantes (P > 0,05) nos niveis plasmaticos dos parametros
bioquimicos analisados em nenhum dos grupos tratados seja de camundongos
saudaveis ou transplantados com o tumor Sarcoma 180. Entretanto, foi observado
um discreto aumento nos niveis plasmaticos da AST em camundongos saudaveis
tratados com DMSO 10% (108,0 £ 4,6 Ul/L) quando comparados com 0O grupo
salina (82,3 £ 11,5 UI/L), sugerindo uma leve hepatotoxicidade intrinseca do
DMSO 10%. O mesmo foi observado quando o grupo salina de camundongos
saudaveis (82,3 £ 11,5 UI/L) foi comparado com o grupo salina de camundongos
transplantados com o tumor Sarcoma 180 (113,9 + 9,7 UI/L), agora sugerindo uma
leve hepatotoxicidade intrinseca do tumor sarcoma 180. De qualquer modo,

nenhuma dessas alteragdes foi estatisticamente significante (P > 0,05).

Em relacdo aos niveis da ALT ou uréia ndo foi encontrada nenhuma
alteracédo seja em relacédo aos grupos controle DMSO 10% ou salina, seja em
relagdo aos grupos de camundongos saudaveis ou transplantados com o tumor

Sarcoma 180.
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Tabela 27 — Efeito da associagao do 5-fluorouracil (5-FU) com a piplartina sobre
0s parametros bioquimicos (aspartato aminotransferase - AST, alanina
aminotransferase — ALT e uréia) de sangue periférico de camundongos saudaveis

ou transplantados com o tumor Sarcoma 180.

Substancias Dose AST ALT Uréia
(mg/kg) (UI/L) (UI/L) (mg/dL)
Camundongos saudaveis
Salina - 82,3+11,5 52,1+9,3 34,1+6,2
DMSO 10% - 108,0 + 4,6 47,9+ 12,7 29,8 8,5
5-FU 10 1159+10,5 458+ 11,3 29,2+9,3
Piplartina 50 112,9£9,3 418+74 40,4 +5,2
Piplartina + 5-FU 50 + 10 99,0 £12,9 58,9 +9,2 37,5+3,2
Camundongos transplantados com o tumor Sarcoma 180
Salina - 113,9+£9,7 452 + 15,9 28,5+ 6,1
DMSO 10% - 106,4 + 9,6 50,8 + 10,7 31,6 £ 9,1
5-FU 10 119,6 + 14,1 359+ 14,3 27,5+53
Piplartina 50 112,9+£9,3 418+74 40,4 +5,2
Piplartina + 5-FU 50 + 10 99,0 £12,9 58,9 +9,2 37,5+3,2

A tabela apresenta os valores correspondentes a média + E.P.M. de cinco
animais.
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4.5.3.3. Efeito da associacdo do 5-fluorouracil com a piplartina sobre os
parametros hematoldgicos de sangue periférico de camundongos saudaveis

ou transplantados com o tumor Sarcoma 180

A tabela 28 apresenta os resultados encontrados. Em todos os
camundongos transplantados com o tumor Sarcoma 180, incluindo os grupos
controle tratados apenas com solucio salina ou DMSO 10%, houve um aumento
significante (P < 0,05) no numero total de leucdcitos circulantes quando
comparado com os camundongos saudaveis. Além disso, houve uma diferenca
significante (P < 0,05) na relacdo do percentual de linfocitos e neutréfilos
circulantes nos grupos controles de camundongos transplantados com o tumor
Sarcoma 180 (linfécito 56,8 % e neutrdfilos 39,5 % para o grupo salina) em
relacdo aos camundongos saudaveis (linfécito 70,52 % e neutrofilos 16,2 % para o
grupo salina), sugerindo que o tumor Sarcoma 180 pode estar atuando na

producao de fator estimulador de coldnia.

Quando os camundongos saudaveis ou transplantados com o tumor
Sarcoma 180 foram tratados com o 5-FU, uma redugao significante (P < 0,05) no
namero de leucdcitos foi observada. Ja o tratamento dos animais transplantados
com o tumor Sarcoma 180 com a piplartina ndo modificou o numero de leucécitos
circulantes e ainda normalizou a alteragdo na proporcdo dos leucdcitos. A
associacado do 5-FU com a piplartina reduziu a leucopenia induzida pelo 5-FU e
ainda normalizou as percentagens de leucécitos circulantes. Nao foram
encontradas alteragbes nos parametros hematolégicos analisados em

camundongos saudaveis tratados com a piplartina.
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Tabela 28 — Efeito da associagao do 5-fluorouracil (5-FU) com a piplartina sobre os parametros hematolégicos (hemoglobina,

plaquetas e leucdcitos) de sangue periférico de camundongos saudaveis ou transplantados com o tumor Sarcoma 180.

| Dose  Hemoglobina Plaquetas Leucocitos Contagem diferencial de leucocitos (%)

Substancias totais
(mg/kg) (g/dL) (10céls/uL) (10%c6ls/ul) Eosindfilo Linfécito Neutrofilo Mondcito

Camundongos saudaveis
Salina - 14,15+0,41 891+047 5,66+0,52 0,98 77,52 16,2 5,3
DMSO 10% - 13,25+0,53 7,42+0,59 4,25+0,43 0,8 69,62 23,0 7,0
5-FU 10 12,49+0,53 8,02+0,39 3,04 +0,23° 1,3 55,4° 40,0° 3,3
Piplartina 50 14,34 +0,83 6,98+0,45 6,69+0,44 1,3 78,5 12,9 7,3
Piplartina + 5-FU 50 + 10 13,9 £ 0,21 742+059 573+0,77° 0,79 65,9 26,9 6,4
Camundongos transplantados com o tumor Sarcoma 180
Salina - 13,02 £ 0,32 71+065 8,18+0,53% 1,0 56,8° 39,5° 2,7
DMSO 10% - 12,04 + 0,53 86+053 7,95+0,78° 1,0 53,9° 42,3° 2,8
5-FU 10 12,42 + 0,49 9,2+0,62 3,32+0,42%° 1,6 52,3° 42,9° 3,2
Piplartina 50 14,58 + 0,72 956+1,20 9,65+ 1,05° 0,9 69,2 26,4 3,5
Piplartina + 5-FU 50+ 10 12,45+ 0,69 94+0,78 6,19 £0,98%° 1,9 72,6° 21,0° 4.5

A tabela apresenta os valores correspondentes a média + E.P.M. de cinco animais. a, P < 0,05 quando comparado com o grupo
salina de camundongos saudaveis por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls. b, P < 0,05 quando
comparado com o grupo salina de camundongos transplantados com tumor Sarcoma 180 por ANOVA (andlise da variancia)
seguido por Student Newman-Keuls. ¢, P < 0,05 comparado com o grupo tratado com o 5-FU experimental por ANOVA (analise da
variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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4.5.3.4. Andlise histopatoldgica dos 6rgdos de camundongos, saudaveis ou
transplantados com o tumor Sarcoma 180, tratados com o 5-fluorouracil

associado com a piplartina

As analises histopatoldgicas dos figados e rins dos animais tratados com a
piplartina, o 5-FU ou tratados com a associag¢ao do 5-FU com a piplartina mostraram
leve hepatotoxicidade e nefrotoxicidade desses compostos nas doses testadas.

Alguns dos achados histopatoldgicos incluiram hiperplasia das células de
Kupffer, areas de congestdo venosa centrolobular, infiltrado local de células
inflamatdrias crénicas, intensa tumefacdo turva dos hepatdcitos e hemorragia
sinusoidal para o figado (figura 33) e discretas alteragcbes no epitélio tubular
proximal, com preservagao da estrutura glomerular, para os rins (figura 34). Todos
os achados histolégicos foram encontrados tanto no grupo controle quanto nos
grupos tratados, entretanto foram mais evidentes nos animais tratados com o 5-FU e
tratados com a associacdo do 5-FU com a piplartina. Nao foram encontradas
diferencas em relagdo aos camundongos saudaveis ou transplantados com o tumor

Sarcoma 180.

As analises histopatoldgicas dos bacgos (figura 35) dos animais tratados com
a piplartina apresentaram poupa branca circunscrita, megacariécitos por toda
extensdo e foliculos linféides evidentes. Por outro lado, ndo foram evidenciadas
alteragdes significantes nos outros grupos experimentais em comparagdo com o

grupo controle.
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Figura 33 - Histopatologia dos figados de camundongos transplantados com o tumor
Sarcoma 180. O controle negativo (A) foi tratado com o veiculo usado para diluir o
composto (DMSO 10%). Os animais foram tratados com o 5-fluorouracil (10 mg/Kg,
B), piplartina (50 mg/Kg, C) ou pela associagao (D) do 5-fluorouracil (10 mg/Kg) com
a piplartina (50 mg/Kg). Aumento de 400X.
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Figura 34 - Histopatologia dos rins de camundongos transplantados com o tumor
Sarcoma 180. O controle negativo (A) foi tratado com o veiculo usado para diluir o
composto (DMSO 10%). Os animais foram tratados com o 5-fluorouracil (10 mg/Kg,
B), piplartina (60 mg/Kg, C) ou pela associagao (D) do 5-fluorouracil (10 mg/Kg) com
a piplartina (50 mg/Kg). Aumento de 400X.
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4.6. Resumo dos resultados obtidos com a piplartina

No estudo da relacéo estrutura-atividade, o grupo carbonila a-B-insaturada do
anel amidico mostrou ser essencial para atividade citotdéxica da piplartina. O indice
de seletividade foi de aproximadamente 45 vezes, quando comparada a sua
atividade citotoxica em linhagem leucémica versus PBMC. Seu mecanismo de agéo
esta relacionado com bloqueio do ciclo celular na fase G, e induziu morte celular por

apoptose com participagéo da via intrinseca (via mitocondrial).

A piplartina apresentou-se como um agente genotdxico, quando avaliado pelo
teste do cometa, sugerindo a quebra da fita dupla do DNA como principal
responsavel por esse efeito. Esta ndo foi mutagénica para a bactéria S. typhimurium,
quando testada no ensaio de Ames (modelo procariético) na auséncia e na presenga
da fracdo S9. Entretanto, apresentou-se como um potente agente mutagénico e
recombinogénico para a levedura S. cerevisiae (modelo eucariético). A atividade
genotoxica/mutagénica da piplartina foi confirmada no modelo do micronucleo em

medula 6ssea de camundongos.

Em relacdo ao estudo farmacocinético, o método bioanalitico desenvolvido e
validado para a quantificagdo da piplartina em plasma de ratos apresentou-se
especifico, sensivel, preciso e exato, justificando sua aplicacdo em estudos
farmacocinéticos. Quando submetida a um estudo de disposicdo cinética, a
piplartina apresentou um perfil de absorcdo caracteristico de um modelo
monocompartimental. Esta apresentou os seguintes valores para os parametros
farmacocinéticos: AUCp24 = 8.471,26 ng/h/L, AUCy., = 8.505,25 ng/h/L, Cnax =
3.580,00 ng/mL, Cl = 5,88 L/h, Vd = 13.888,9 L, Kg= 1,37 h, t12= 0,5 h € Tpax =
0,083 h.

Por fim, a piplartina aumentou o efeito antitumoral do quimioterapico 5-FU e

ainda diminuiu seus efeitos colaterais.

A tabela 29 mostra, de forma resumida, todos os resultados encontrados aqui

com o estudo da atividade citotdxica da piplartina.
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Tabela 29 — Resumo dos resultados encontrados para o estudo da atividade

citotoxica da piplartina.

Estudo

Resultados

1. Estudo da atividade citotéxica
1.1. Relacg&o estrutura-atividade

1.2. Seletividade
2. Estudo do mecanismo de acdo citotoxico
2.1. Efeito sobre a indugao de morte celular

2.2. Efeito sobre o ciclo celular
3. Estudo da atividade genotdxica e mutagénica
3.1. Ensaio do cometa
3.2. Estudo do mecanismo de agao genotoxico
3.2.1. Efeito sobre a indugao de morte celular

3.2.2. Efeito sobre o ciclo celular
3.3. Ensaio de Ames (modelo procariético)
3.4. Ensaio com S. cerevisiae (modelo eucariético)
3.5. Ensaio do micronucleo in vivo
4. Estudo farmacocinético
4.1. Validagéo do método
4.2. Estudo de disposicao cinético
5. Estudo da associacao do 5-FU com a piplartina
5.1. Ensaios in vitro
5.2. Ensaios in vivo
5.2.1. Toxicidade
5.2.1.1. Parametros bioquimicos
5.2.1.2. Parametros hematoldgicos

5.2.1.3. Analise histopatoldgica

O grupo carbonila a-B-insaturada
do anel amidico é essencial para
a atividade citotoxica

Aproximadamente 45X

Apoptose com participagcdo da
via intrinseca

Parada em G,

Genotoéxico

Apoptose com participagcdo da
via intrinseca

Parada em G,/M
N&o mutagénico
Mutagénico
Mutagénico

Sensivel, preciso e exato
Modelo monocompartimental

Potencializa o 5-FU
Potencializa o 5-FU

Nao alterado

Previne leucopenia induzida pelo
5-U

Leve hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade
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5. Discusséao

Os produtos naturais apresentam atividades biolégicas altamente especificas
baseadas em novos mecanismos de agao. Assim, os produtos naturais continuam
sendo uma das principais fontes de novos compostos para o desenvolvimento de
novos farmacos (PEZZUTO, 1997; NEWMAN et al.,, 2003; AGGARWAL &
SHISHODIA, 2006; NEWMAN & CRAGG, 2007).

A piplartina, um conhecido alcaldide amida encontrado em algumas pimentas
(Piper spp. — Piperaceae), apresenta atividades biolégicas diversas. Dentre estas
atividades, destaca-se a atividade anticancer. A piplartina apresentou citotoxicidade,
em varias linhagens de células tumorais humanas, e atividade antimitotica, em ovos
de ourico do mar (DUH et al.,, 1990a; DUH et al.,, 1990b; TSAI et al., 2005;
BEZERRA et al., 2005; BEZERRA et al., 2007). Além disso, quando submetida a
testes pré-clinicos in vivo, esta reduziu o crescimento de células da linhagem
tumoral Sarcoma 180, o que a confere um promissor potencial antitumoral
(BEZERRA et al.,, 2006). A atividade antiproliferativa da piplartina parece esta
relacionada com a da sintese de DNA e indug¢ao de morte celular por ambas as vias,
apoptose e necrose (BEZERRA et al., 2007).

Com o objetivo de melhor entender a atividade anticancer deste produto
natural, aqui foi realizado um estudo farmacologico no que se diz respeito as
propriedades anticancer da piplartina. Inicialmente, foram avaliadas a relacao
estrutura-atividade citotoxica da piplartina e sua seletividade em relagdo a células
normais e tumorais. Foi também estudado o mecanismo de agao citotdéxico deste

composto.

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

bioldgica, através do estudo da relacdo estrutura-atividade bioldgica.
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Apesar das inumeras vantagens das novas técnicas de estudo da relagao
estrutura-atividade, onde novos agentes terapéuticos podem ser desenvolvidos pela
analise de dados tedricos, obtidos por técnicas recentes de modelagem molecular,
as técnicas tradicionais de modificacdo molecular e relagcdo estrutura-atividade,
apesar de serem dispendiosas e requer extenso periodo de investigacdo, sao,
ainda, de suma importancia na descoberta e na caracterizagdo de novos farmacos
(WERMUTH et al., 1998; THOMAS, 2000).

Os estudos classicos da relagdo estrutura-atividade exigem a sintese de
diversos analogos, estruturalmente relacionados a um composto protétipo, e a
realizacdo de sucessivos testes de atividade biolégica. Assim, € possivel
estabelecer algumas generalizagbes sobre a influéncia de mudangas estruturais
especificas nos efeitos bioldgicos, incluindo o tamanho e formato da cadeia
carbdbnica, a natureza e o grau de substituicdo e a estereoquimica de um composto
protétipo (THOMAS, 2000).

Assim, com o intuito de avaliar a relagdo estrutura-atividade citotdxica da
piplartina, cinco derivados foram sintetizados e avaliados quanto ao seu potencial
citotoxico. Entretanto, nenhum dos anélogos (sintetizados) da piplartina (30-34)

apresentam atividade citotoxica nas linhagens de células tumorais testadas.

Certos grupos funcionais sdo essenciais para a atividade biolégica, como os
aceptores de Michael, como a carbonila a-B-insaturada, que € reconhecida como
grupo quimico responsavel pela atividade citotoxica de compostos organicos em
geral por interagirem com o DNA e/ou proteinas (NAKAYACHI et al., 2004; AHN &
SOK, 1996). Duh et al. (1990b) sugeriram que os dois grupos carbonila a-3-
insaturada presente na estrutura da piplartina era responsavel pela atividade
citotoxica desta molécula. De fato, a reducéo das insaturagdées nos grupos carbonila
a,B-insaturada da piplartina levou a um composto (30) (tabela 30, em amarelo e
verde) nao citotdxico. Isto confirma que os dois grupos carbonila a-B-insaturada s&o
grupos importantes para a atividade citotoxica da piplartina (tabela 30, em vermelho
e azul), sugerindo que a piplartina pode estar atuando como um aceptor de Michael
e, assim, sua atividade citotoxica pode estar relacionada com a interagdo desta

molécula com o DNA celular.
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Adicionalmente, derivados hidrolizados ou/e com a presenga de 2-
diaminoetano, ester dimetil ou grupo tiofeno mostraram-se como uma alternativa
inviavel quando se desejou aumentar a atividade citotoxica do composto natural,
pela obtengdo dos compostos (31-34). De todo modo, estes compostos apresentam
um dos dois grupos carbonila a-p-insaturada (tabelas 30 e 31, em vermelho) e nao
sdo citotoxicos, sugerindo que apenas um dos grupos € essencial para a atividade
citotdéxica. Assim, apenas a carbonila a-B-insaturada do anel amidico é importante
para a atividade citotdxica da piplartina. De fato, o N-(3-metoxi-4,5-
metilenodioxidihidrocinamoil)-A*-piridin-2-ona  (35) (tabela 31, em azul), um
composto estruturalmente relacionado com a piplartina, é citotoxico e apenas
apresenta a carbonila a-B-insaturada do anel amidico (DUH et al., 1990a). Além
disso, diferentes grupos funcionais do anel benzeno (N-(3,4-dimetoxicinamoil)-A>-
piridin-2-ona (36) e N-(3-metoxi-4,5-metilenodioxicinamoil}-A*-piridin-2-ona (37)) ndo
alteram a atividade citotoxica do composto (tabela 31, em verde pardo), sugerindo
que estes radicias pouco interferem na atividade anticancer (DUH et al., 1990b).
Entretanto, o 5,6-dihidro-2(1H)-piridona (38) (tabela 31, em azul), a carbonila a-3-
insaturada no anel amidico sem o restante da estrutura da piplartina, o qual parece
ser o grupo farmacoférico para a atividade citotoxica deste composto, ndo é
citotoxico (TSAI et al., 2005). Portanto, podemos concluir que apesar da carbonila a-
B-insaturada do anel amidico ser essencial para atividade citotdxica da piplartina
outros grupos da molécula também contribuem, de alguma forma, para a sua

atividade anticancer.

- 198 -



Discusséo

Tabela 30 — Estrutura quimica de compostos relacionados a piplartina.

Faixa de Clsg

Composto Estrutura quimica Referéncias
[Hg/mL]
(UM)
Piplartina 0,1-27 DUH et al., 1990a,b;
(0,3-8,5) TSAl et al., 2005;
BEZERRA et al.,
2005; 2007
(30) >25 (77,9) Presente trabalho
(31) >25 (93,6) Presente trabalho
(32) >25 (88,6) Presente trabalho
(33) 0 >25 (105,0) Presente trabalho
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Tabela 31 — Estrutura quimica de compostos relacionados a piplartina (continuagao).

Faixa de Clsg

[Hg/mL]
(UM)

Composto Estrutura quimica Referéncias

(34)

| >25 (75,8) Presente
/O trabalho
:

(35) 22-58 DUH et al.,
. (7.7 - 20,0) 1990a
<O
OMe
(38) >50 (515,5)  TSAletal.,
2005
(36) 0,8-3,2 DUH et al.,
(2.9-113) 1990b
OMe
(37) i Ol 0,4-26 DUH et al.,
: (12-7.4) 1990b

OMe
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A quimioterapia classica tem como mecanismo fundamental a inibicdo nao-
seletiva da proliferagédo celular. A maior parte dos alvos moleculares sobre os quais
0s quimioterapicos atuam estdo também presentes em células ndo tumorais, de
forma que esses agentes apresentam baixa ou nenhuma seletividade. De fato, os
mecanismos que conferem a seletividade, ainda que minima, apresentada por
alguns quimioterapicos nao sdo bem esclarecidos. Esses farmacos exibem, de modo
geral, estreitas janelas terapéuticas, onde as diferengcas entre as doses que
produzem o efeito antitumoral e as que causam toxicidade sdo bastante pequenas.
Dessa forma, nas doses em que precisam ser administrados para que os efeitos
terapéuticos sejam obtidos, severa toxicidade é com frequéncia observada. Portanto,
se aumentar a distancia entre as curvas dose-resposta e a curva dose-toxicidade, o

manejo clinico dos quimioterapicos podera ser significativamente aprimorado.

De acordo com varios autores, na avaliagcao do potencial citotéxico de uma
substancia, € de extrema importancia a utilizacdo de células normais a fim de se
avaliar a seletividade para célula normal ou tumoral (ZUCO et al., 2002; ANAZETTI
et al., 2003). Quando a atividade citotoxica da piplartina foi avaliada em células
humanas normais (PBMC), esta apresentou um indice de seletividade de
aproximadamente 45 vezes em relacédo a linhagem HL-60. Este valor ficou préximo
do indice de seletividade da doxorrubicina, usada como controle positivo, que foi de

aproximadamente 50 vezes também em relac&o a linhagem HL-60.

Com o intuito de avaliar o estudo do mecanismo de agao citotoxico da
piplartina, foram realizados estudos a niveis celulares e moleculares utilizando a
linhagem HL-60 como modelo. Foram avaliados a integridade da membrana celular,
o potencial transmembranico da mitocéndria e o conteudo de DNA nuclear da célula,
que reflete as fases do ciclo celular, por citometria de fluxo. O efeito da piplartina
sobre a ativagdo da caspase-3 também foi avaliado. Adicionalmente, o indice

mitético foi determinado por coloragao diferencial por hematoxilina/eosina.

A piplartina reduz de maneira dependente da concentragcdo a proliferacéo
celular. A viabilidade celular, avaliada pela integridade da membrana plasmatica, foi
determinada pela incorporagao do iodeto de propideo. A piplartina ndo causou dano
na membrana citoplasmatica nas primeiras horas avaliadas em nenhuma das

concentragdes testadas. Entretanto, causou perda da integridade da membrana, na
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maior concentragao testadas, 12 e 24 horas apds o periodo de incubacgao. De fato,
quando analisada através de morfologia diferencial por hematoxilina/eosina e/ou
laranja de acridina/brometo de etidio apdés 24 horas de exposigdo, nas
concentragdes de 5 e 10 ug/mL, a piplartina apresentou padrdes celulares tipicos de
necrose (BEZERRA et al., 2007). Adicionalmente, na analise do desvio da luz
polarizada, a piplartina apresentou eventos celulares tipicos de células em processo
apoptotico desde as primeiras horas analisadas em todas as concentracdes
testadas. Além disso, foi observado fragmentagcdo do DNA celular desde as
primeiras horas (periodos em que nao havia alteragdo na integridade da membrana
citoplasmatica) de incubagdo com o composto na maior concentragdo testada.
Assim, as células que apresentaram perda da integridade da membrana
citoplasmatica apds 12 e 24 horas apds a incubacdo com a piplartina podem ser

consideradas células apoptéticas em estagios finais ou necrose secundaria.

O processo de apoptose induz a morte celular de forma altamente regulada
que elimina células ou tecidos indesejados protegendo o organismo contra a
formacdo de neoplasias. O mecanismo defeituoso de apoptose pode ocasionar
diversas patologias, inclusive cancer (MAJNO & JORIS, 1995; OPALKA et al., 2002).
Em contraste a apoptose, a morte por necrose €, freqientemente, atribuida
simplesmente a perturbagcbes metabdlicas ou injurias mecanicas, onde ha uma
rapida desestabilizacdo da membrana plasmatica, sendo relacionada com a
resposta inflamatéria. Muitos estimulos indutores de apoptose (por exemplo
citocinas, isquemia, calor, irradiacao e patdogenos) fazem com que células da mesma

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

Em relagdo ao processo apoptotico, ocorre a perda da assimetria dos
fosfolipideos de membrana e a exposicao da fosfatidilserina na sua superficie
externa, ativagcdo das vias intrinsecas e/ou extrinsecas, ativacdo da cascata de
caspases, seguida da clivagem das al¢cas de DNA (VERMES, 1995), porém sem a
ruptura da integridade da membrana celular (KOOPMAN, 1994; MAJNO & JORIS,
1995; MERCHANT, 2001). A quebra em fragmentos de 30 a 50 kpb € um evento
inicial na apoptose (BROWN, 1993) e ocorre pela acdo de uma endonuclease que
cliva o DNA. Ja na etapa final do processo, ocorre uma degradagdo incompleta do

DNA nas regides internucleossomais, produzindo fragmentos de, aproximadamente,
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200pb que aparecem no gel de eletroforese como uma banda (ORMEROD, 1998).

Na necrose ocorre a perda da integridade da membrana celular.

Os estudos relacionados ao tipo de morte celular foram prosseguidos com o
intuito de melhor caracterizar a via apoptdtica envolvida. A mitocondria desempenha
papel chave na deflagracdo da apoptose em algumas condi¢cdes celulares. A via
extrinseca da apoptose é também conhecida como via mitocondrial, tendo como o
principal modulador dessa via, a proteina Bcl-2 da super familia Bcl-2, que consiste
de membros pré-apoptéticos e anti-apoptéticos, e a interagdo do equilibrio global
entre o balango dessas proteinas pode determinar o destino da célula (ORRENIUS,
2004). A alteragao no potencial transmembranico mitocondrial pode ser medida para
avaliacdo indireta da ativagdo da via intrinseca. Modelos atuais sugerem que o
Bax/Bak, que é um subgrupo de moléculas (Bax, Bak, Bok e Bcl-x5), com fungao
pro-apoptética central e sdo mantidas e verificadas pela proteina antiapoptética Bcl-
2. Essas moléculas sao, por sua vez, inativadas pela “BH3-only”, uma familia de
proteinas como a Bim, Bid, Bik, Noxa e Puma. O “BH3-only” faz uma ligagao
hidrofébica com as proteinas da familia Bcl-2 e atua como sensores celulares que
regulam a ativagdo da morte celular por apoptose na via intrinseca (STRASSER,
2005). Esta via é ativada por uma multiplicidade de estimulos, incluindo farmacos
citotoxicos, estresse genotoxico, retirada de fatores de crescimento, dano no DNA,
perda de ancoragem e pelos chamados modificadores de resposta imune como as
imidazoquiloninas (LEVERKUS, 2004). E importante que muitas proteinas devam
ser inativadas para expressdao do Bax/Bak, e estas, por sua vez, conduzirem o

processo da apoptose através da mitocondria (CORY et al, 2003).

A perda do potencial transmembranico da mitocdndria é refletida pela menor
capacidade da mitocéndria de acumular rodamina 123. A piplartina causou
despolarizacdo da mitocondria inicialmente (apd6s 3 horas de incubacéo) apenas
apos a exposicao das células com a maior concentragdo da piplartina, em seguida,
foi observado despolarizacdo mitocondrial em células tratadas com a menor
concentracido da piplartina. Estes resultados corroboram com os dados encontrados
no estudo da viabilidade e morfologia celular. Estes dados sugerem, ainda, a

participacao da via intrinseca da apoptose na morte celular induzida pela piplartina.

A inducdo da apoptose pela piplartina foi posteriormente confirmada em

ensaio de ativacdo de caspase-3. Os resultados mostram ativagcao da caspase-3,
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apods 24 horas de incubagao, apenas na menor concentragao testadas. A ativagao
das caspases € reconhecida como um processo fundamental no desenvolvimento da
apoptose. Numerosos estimulos podem ativar as caspases, que vao da ativagao de
receptores de membrana celular até os que causam disfuncdo mitocondrial
(SALVESEN & DIXIT, 1997). As caspases podem ser divididas em iniciadoras
(caspases-8 e -9), sendo as executoras as responsaveis pela ativagdo de
mecanismos que levam as mudangas de morfologia celular caracteristicas da
apoptose e fragmentacdo do DNA (CAI et al.,, 1998). A ativacdo da caspase-9,
especificamente, ocorre via mitocéndria (via intrinseca), por meio da clivagem pelo
apoptossoma, formando, entre outros compostos, pelo citocromo c liberado da
mitocondria, e responsavel pelo desencadeamento da cascata apoptdtica,
evidenciando assim uma disfungdo nessa organela e culminando na ativagdo da
caspase-3. Entretanto, ndo foi possivel avaliarmos o efeito da piplartina sobre a
ativacao da caspase-9 para confirmar a participacdo da via mitocondrial na apoptose

induzida pela piplartina.

E bem estabelecido que o desequilibrio no metabolismo energético ou no
estado redox celular pode ativar mecanismos que conduzam a morte celular por
necrose ou apoptose, com importantes participa¢des da transicdo de permeabilidade
mitocondrial. A transicdo de permeabilidade mitocondrial tem sido associada com
necrose ou apoptose de acordo com os niveis de ATP da célula. Assim, enquanto a
apoptose depende da acdo de caspases iniciadoras e efetoras, a necrose é
dependente preferencialmente da exaustdo do ATP. Por outro lado, o ATP é
necessario para o desencadeamento da apoptose, de tal forma que a passagem
deste processo para necrose pode ser determinado por estresse oxidativo que seja
suficiente para inativar caspases e uma disfuncdo mitocondrial suficiente para
exaurir o ATP (GRATTAGLIANO et al., 2002). Isso pode justificar o fato de que
apesar da piplartina mostrar-se com padrdes celulares e moleculares de morte
celular por apoptose nas primerias horas de incubacao, apds o final do periodo de
exposicao ocorreu a passagem do processo de apoptose para uma necrose
secundaria. Isso explica os resultados encontrados com a ativacdo de caspase-3,

onde apenas na menor concentragao testada foi encontrado resultado positivo.

A piplartina causou parada do ciclo celular em G,/M, como observada pela

analise do ciclo celular por citometria de fluxo, em todas as concentracbes apos 3
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horas de incubagao, seguido de fragmentacdo do DNA celular, preferencialmente,
das células em fase de Gy/M. A analise do indice mit6tico foi decisiva para
demonstrar que ha uma parada do processo de divisdo celular na fase G, do ciclo

celular.

Todo o DNA nuclear devem ser replicado antes de iniciar a divisdo celular,
completando a fase S para proceder a fase M. O controle do sistema de ciclo celular
tem atividade de enzimas e proteinas responsaveis por conduzir cada etapa do
processo no tempo apropriado, e acompanhado da desativagao dessas, logo que o
processo for completado. Se a sintese de DNA for lenta ou paralisada (por causa de
um prejuizo no DNA que requer reparo, por exemplo), mitose e divisdo celular serao
entdo adiadas. Isto é necessario também para garantir que cada estagio do ciclo
seja completado antes que se inicie o préximo (ALBERTS et al., 1998; ALBERTS et
al., 2002).

Este sistema-controle do ciclo celular estd baseado em duas familias de
proteinas que sdo chave para seu funcionamento. A primeira é a familia das
proteinoquinases dependentes das ciclinas (cdk), as quais induzem processos
dependentes da fosforilagdo de serinas e treoninas em proteinas selecionadas. A
segunda é uma familia de proteinas ativadoras especializadas, chamadas ciclinas,
que se ligam as moléculas de cdk e controlam sua habilidade em fosforilar
proteinas-alvo apropriadas. A formacao, ativagdo e a separagcdo dos complexos
ciclinas-cdk sdo os eventos fundamentais que coordenam o ciclo celular (ALBERTS
et al., 1998; ALBERTS et al., 2002).

A exposicdo de células a certos agentes antineoplasicos também causam
parada do ciclo celular na fase G,. Este pode ser causado por danos aos
cromossomos e € irreversivel. O bloqueio do ciclo celular na fase G, é caracteristico
de agentes que induzem quebra de fita dupla to DNA, como os inibidores de
topoisomerase Il (CLIFFORD et al., 2003; LARSEN et al., 2003; BARTEK & LUKAS,
2007; PLESCA et al., 2007).

A relacdo entre a atividade citotdxica, genotdoxica e mutagénica ainda nao
estd bem esclarecida. Sabe-se que varios agentes alquilantes, bem como a
irradiacédo ionizante, sdo considerados leucemogénicos. Além disso, muitos outros

agentes antineoplasicos de uso clinico sdo genotdxicos e mutagénicos como, por
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exemplo, o etoposideo (8), tenoposideo (9), ansacrina, doxorrubicina, entre outros
(ANDERSON & BERGER, 1994; DE MESA et al., 2002). Apesar do risco de um
agente quimioterapico induzir um novo tipo de cancer ao paciente, o beneficio
resultante da remissdo ou cura da neoplasia é considerado. De qualquer modo, ja
existem indicagdes de que certos agentes alquilantes, por exemplo, a ciclofosfamida,
podem ser menos carcinogénicos que outros. A avaliagdo sistematica da
carcinogenicidade dos agentes citotoxicos em diversas espécies animais permite a
identificacdo e o desenvolvimento de agentes menos toxicos que irdo substituir
outros agentes mais carcinogénicos nos esquemas de quimioterapia (AYDEMIR &
BILALOGLU, 2003).

Varios ensaios para identificagdo de agentes mutagénicos e/ou genotoxicos
vem sendo desenvolvidos (MACGREGOR et al., 2000). As mutac¢des sao detectadas
frequentemente através da expressao fenotipica, causada por uma mudanca subita
ou hereditaria no gendtipo de um organismo, alterando suas caracteristicas. A
ocorréncia de mutacgdes, no entanto, depende da natureza da lesdo e das respostas
celulares aos danos no DNA. Basicamente, as mutacdes sio divididas em duas

grandes categorias: mutagdes génicas e cromossOmicas (SILVA et al., 2003a).

As mutagcdes génicas sao alteracbes que ocorrem na sequéncia de
nucleotideos do DNA e as cromossdmicas sdo as que produzem alteracbes no
namero ou na estrutura dos cromossomos e sdo detectadas através de analises
citogenéticas (FRIEDBERG et al.,1995). Dependendo do tipo de lesdo que se quer

detectar sao necessarios, portanto, diferentes testes.

Bactérias como Salmonella typhimurium e Escherichia coli s&o utilizadas nos
métodos mais amplamente empregados para detecgdo de mutagdes génicas. Mas,
como estas bactérias sdo organismos simples, os resultados obtidos nem sempre
sao validos para células animais ou outros eucariontes. Portanto, para se obter
dados sobre mutagdo génica em eucariotos ha testes em leveduras (Saccharomyces
cerevisiae), em Drosophila ou mesmo muta¢cées somaticas em mamiferos, pelo teste
de HGPRT (gene de hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase, ligado ao
cromossomo X dos mamiferos). Para detectar mutagdes cromossOmicas os testes
mais utilizados incluem as aberragdes cromossémicas e micronucleos, sendo que

estes testes exigem que as células estejam em estado proliferativo (LE-CURIEUX et
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al., 1993; TICE et al., 1998, MACGREGOR et al., 2000). Além disso, estes ensaios

também sao uteis na elucidacdo de mecanismos de acgao.

Estes testes tém um sistema de validagdo internacional e podem ser
desenvolvidos tanto in vitro como in vivo, desde que se conheca adequadamente a
biologia do organismo-teste. Um outro teste, o ensaio do cometa, que detecta
quebras no DNA, também tem sido recomendado (FAIRBAIRN et al., 1995; TICE,
1995; SINGH & STEPHENS, 1996; SINGH, 2000).

Com o intuito de avaliar o potencial carcinogénico da piplartina, esta foi
submetida a uma bateria de testes para avaliar sua atividade genotdxica e
mutagénica. No estudo da atividade genotdxica, o ensaio do cometa, em células
V79, foi realizado para avaliar danos a fita simples e a fita dupla do DNA induzidos
pela piplartina. Posteriormente, o mecanismo de agdo genotdoxico foi também
avaliado. A atividade mutagénica da piplartina foi investigada em dois modelos
classicos: ensaio de mutagcdo génica reversa em S. typhimurium (modelo
procariotico) e ensaio de mutagenicidade e recombinogénese em S. cerevisiae

(modelo eucaridtico).

A piplartina foi capaz de induzir danos ao DNA, como observado pelo ensaio
do cometa alcalino e cometa neutro, em células V79. A versao alcalina do teste,
descrita por Singh et al. (1988), permite medir a ocorréncia de quebra da fita simples
e dupla, sitios alcali-labeis e cross-links no DNA, ja a versao neutra do teste, descrita
por Wojewodzka et al. (2002), permite medir apenas a ocorréncia de quebra da fita
dupla no DNA. A piplartina apresentou-se atividade em ambas as versdes do ensaio
do cometa, condi¢des alcalina e condigbes neutra, sugerindo a quebra da fita dupla
do DNA como principal responsavel pela atividade genotdoxica da piplartina.
Contudo, o ensaio do cometa ndo prevé necessariamente o potencial mutagénico
das substancias testadas, uma vez que detecta alteragcbes no DNA que podem ou

nao ser reparadas eficientemente.

Em relagdo ao estudo do mecanismo de agéo genotoxico, foi avaliado o efeito
da piplartina sobre o ciclo celular e inducdo de morte celular. A piplartina n&o alterou
a proliferagcao celular de células V79 apdés 3 horas de incubacgdo. A viabilidade
celular também n&o foi modificada. Entretanto, a analise morfolégica mostrou

padrées celulares tipicos de células em apoptose. Estes resultados foram
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confirmando com a anadlise do potencial transmembranico da mitocondria. Estes
dados sugerem, assim, a participagdo da via intrinseca da apoptose na morte celular
induzida pela piplartina. Adicionalmente, a piplartina causou parada do ciclo celular
em G,/M, como observada pela analise do ciclo celular por citometria de fluxo, em
ambas as concentragdes apdés 3 horas de incubagdo, acompanhado de
fragmentacdo do DNA celular. Estes resultados encontrados em células V79
corroboram com os estudos de mecanismo de acdo citotoxica em células
leucémicas HL-60, sugerindo que o mecanismo de acgdo citotoxico e genotdxico

ocorre pela mesma via.

Muitos alcaloides causam danos diretos ao DNA de células de mamiferos,
principalmente por efeitos intercalantes (ANSAH et al., 2005; ANSARI et al., 2005;
DING et al., 1999; KLUZA et al., 2003; MA et al., 2004; VAN-DER-HEIJDEN et al.,
2004). De fato, os compostos que apresentam o grupo carbonila a-B-insaturada, o
grupo farmacoférico para a atividade citotoxica da piplartina, em suas estruturas séao
conhecidos pela sua agdo genotdxica. A genotoxicidade destes compostos é
baseada em uma interagao direta com as bases dos acidos nucléicos via adi¢cao de
Michael ou formagao de bases de Schiff ( HENSCHLER & EDER, 1986; CZERNY et
al., 1998). Estes compostos sao altamente reativos com o DNA, o qual resulta em
danos ao DNA, formacao de ductos com o DNA ou proteinas, mutagdes e inibigao
enzimatica (EDER et al., 1993; JANZOWSKI et al., 2003). De fato a piplartina induz
quebra da fita dupla do DNA.

Nos experimentos realizados nas quatro linhagens de S. typhimurium (TA
97a, TA 98, TA 100 e TA 102) em ambas as situagbes (com ou sem ativagao
metabdlica), os resultados mostraram que ndo houve aumento do numero de
revertentes obtidos nas placas tratadas. Este resultado € comparado ao respectivo
controle negativo e controles positivos utilizados para cada cepa na auséncia e na
presenca da fracdo S9. Estes resultados indicaram que a piplartina ndo é

mutagénica pelo teste de Ames nas condi¢des testadas.

A especificidade das linhagens fornece informagdes sobre os tipos de
mutagdes que sdo induzidas por agentes genotoxicos. Existem bancos de dados
disponiveis contendo resultados do teste com Salmonella para uma grande
variedade de compostos quimicos, medicamentos e misturas complexas

(GRIFFITHS et al, 2002). Na bateria de cepas testadas, todas possuem mutacdes
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em diferentes pontos no operon histidina além das mutagdes rfa, uvrB que
aumentam a sensibilidade das mesmas aos mutagenos (MARON & AMES, 1983;
GOMES-CARNEIRO, 1997).

A TA 97a apresenta a mutagédo hisGD6610 em um hot spot presente no gene
hisD, que é constituido por uma sequéncia de seis citosinas. Esta mutacédo é
revertida por mutagénicos frameshift que causam a dele¢do de um par de bases,
dando origem a uma pseudo histidinol desidrogenase, contendo um residuo extra de
prolina que, embora apresente 60% da atividade da enzima produzida pela cepa
selvagem, ainda permite um crescimento bacteriano normal em meio minimo. A TA
98 é capaz de detectar substancias que causam mutacbes do tipo frameshift
(mutacdo que ocasiona um deslocamento no quadro de leitura dos cddons)
revertendo uma mutagao pré-existente hisD3052 no gene hisD que, por sua vez,
codifica a sintese da enzima histidinol desidrogenase que participa da biossintese da
histidina (MARON & AMES, 1983; GOMES-CARNEIRO, 1997).

A TA 100 apresenta a mutagédo hisG46 no gene hisG que codifica a primeira
enzima da biossintese da histidina. Essa mutacao é revertida por substituicdo de um
par de bases da trinca que codifica a prolina, restituindo a trinca original que codifica
a leucina. (GOMES-CARNEIRO, 1997). A cepa TA102 contém a mutacao ochre TAA
no gene hisG e detecta eficientemente mutagenos como formaldeido, glioxal, varios
hidroperdxidos, bleomicina, fenilidrazina, raios-X, luz UV, estreptonigrina e agentes
cross-link, como mitomicina-C. Esta linhagem detecta principalmente danos
oxidativos (MARON & AMES, 1983; GOMES-CARNEIRO, 1997).

Este teste de mutacédo génica utiliza células procaritticas, as quais diferem
das células de mamiferos em fatores como permeabilidade, metabolismo, estrutura
dos cromossomos e processo de reparo do DNA. O teste nio fornece informagao
direta sobre a poténcia mutagénica em mamiferos, apesar da alta concordancia dos
resultados com o teste de Ames e ensaios de carcinogenicidade com roedores
(RABELO-GAY et al, 1991).

Os ensaios com leveduras tém sido de grande utilidade na determinagao de
agentes mutagénicos ambientais ou farmacoldgicos, servindo para complementar os
ensaios de mutagenicidade realizados em bactérias (HENRIQUES et al., 1987; POLI
et al., 1999; TERZIYSKA et al., 2000).
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A levedura S. cerevisiae € um organismo eucariético amplamente estudado e
notavelmente semelhante as células de mamiferos no que se referem as
macromoléculas, organelas e proteinas com homologia a proteinas humanas,
tornando-a uma ferramenta importante nas pesquisas sobre mutagénese, reparo do
DNA e mecanismos que respondem ao estresse oxidativo (COSTA & FERREIRA,
2001).

Quando o potencial mutagénico da piplartina foi avaliado nas linhagens
hapléides de S. cerevisiae (N123 e XV185-14c), esta se apresentou como um
potente agente mutagénico. A atividade mutagénica da piplartina ocorreu de maneira
dependente da fase de crescimento e da concentracdo. Além disso, a piplartina foi
citotoxica, em doses altas (50 ug/mL e 100 ug/mL), durante a fase exponencial de
crescimento em culturas com PBS (sem condicbes de crescimento) ou meio de
cultura (com condigdes de crescimento), ndo apresentando atividade na fase

estacionaria do crescimento.

A piplartina foi mutagénica nas linhagens hapléides de S. cerevisiae apenas
na fase exponencial de crescimento em culturas meio de cultura, ndo apresentando
efeito com culturas em PBS. Isto sugere que a atividade mutagénica da piplartina
pode estar relacionada, pelo menos em partes, com sua habilidade de interagir
diretamente com o DNA, pois sua atividade citotdéxica e mutagénica foi verificada
principalmente em condigbes de crescimento celular, onde a molécula de DNA é

mais acessivel.

A reversao de auxotrofia para prototrofia pode ser causada por uma
substituicdo, insercdo ou delecdo de pares de bases, ou ainda uma mutagao
induzida por supressor do gene mutante original (HENRIQUES et al., 1987). Para
que seja identificada a mutagao reversa € necessaria a utilizagdo de uma linhagem
com alteragbes genéticas adequadas. Na linhagem haploide N123 de S. cerevisiae
ha a deteccdo de indugdo de mutagao reversa e para frente ou forward (canl). Na
linhagem hapléide de S. cerevisiae XV185-14c ha deteccdo de dois tipos de
mutagdes locus especifico: reversdes do alelo ocre lysl-1 (alteragdo no cédon UAA
de término de cadeia) ou do alelo missense hisl-7 (cdédon alterado codifica um
aminoacido diferente), e reversdes por deslocamento do quadro de leitura do DNA
(frameshift) verificadas no locus hom3-10 (VON-BORSTEL et al., 1971;
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HAWTHORNE, 1969; SCHULLER & VON-BORSTEL, 1974; PARRY & PARRY,
1984; VON-BORSTEL & HIGGINS, 1998).

Reforcando a hipétese da interacdo da piplartina com o DNA, este composto
induziu recombinagdes mitdticas intergénica (crossing-over) (+/cyh2) e intragénica
(conversao génica) (leul-1/leul-12) na linhagem diploide XS2316 de S. cerevisiae,
provavelmente como consequéncia a quebra da fita dupla do DNA induzida pela
piplartina. Estes dados também corroboram com os resultados encontrados para o
ensaio do cometa. Varios outros alcaldides tém sido descrito por serem capazes de
induzir danos ao DNA e serem mutagénicos e recombinogénicos (MA et al., 2004;
BOEIRA et al., 2002; LAGO et al., 2007; CAO et al., 2007).

Em um estudo semelhante, o etoposideo (8) e tenoposideo (9), falham em
induzir mutagenicidade nas linhagens TA 98, TA 100 e TA 1535 de S. typhimurium
ou nas linhagens 113/143 e WP2 uvrA de Escherichia coli no teste de Ames, mas
sdo capazes de induzir mutagenicidade em células de mamiferos, como indicado
pela indugcdo de danos ao DNA, inducdo de mutagdes na enzima hipoxantina-
guanina-fosforibosil-transferase e indugdo de troca entre cromatides irmés em
células de ovario de Hamster (NAKANOMYO et al., 1986; GUPTA et al., 1987). Além
disso, estes quimioterapicos sao capazes de induzir genotoxicidade em células da
medula éssea de camundongos (NAKANOMYO et al., 1986).

Muitos agentes quimioterapicos, como a ansacrina, etoposideo (8) e
tenoposideo (9), sdo potentes agentes clastogénicos em células de mamiferos, mas
nao sdao mutagénicos em bactérias. Estas observagbes tém sido atribuidas as
interagbes destes compostos com a enzima nuclear topoisomerase |l (GUPTA,
1990). Isto pode ser explicado devido as diferengas entre a fisiologia da enzima
nuclear topoisomerase |l de células procariéticas e de células eucariéticas (GUPTA,
1990; HOROWITZ et al., 1997). Isso sugere que a piplartina pode apresentar um
efeito inibitério sobre a atividade da enzima topoisomerase Il de células eucarioticas.
Assim, a para do ciclo celular em G, e inducdo de quebra da fita dupla do DNA
causadas pela piplartina podem ser consequéncias de um efeito inibitorio sobre a

atividade da enzima topoisomerase |l.

O potencial genotéxico/mutagénico in vivo da piplartina também foi avaliado.

Para tanto, o ensaio do micronicleo em medula o6ssea foi realizado em
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camundongos saudaveis 24 e 48 horas apdés a administracdo do farmaco. Um
aumento na frequéncia de eritrécitos policromaticos micronucleados, de forma
tempo- e dose-dependente, foi observado apds o tratamento dos animais com
piplartina. A piplartina aumentou significantemente a fequéncia EPCM apés 24 horas
de tratamento, entretanto, alterou a freqiéncia de EPCM apds 48 de tratamento,

provavelmente devido a regeneg¢ao medular.

O teste do micronucleo em medula éssea de roedores in vivo visa detectar e
quantificar a agado genotoxica/mutagénica de agentes indutores, sendo amplamente
aceito pelas agéncias internacionais e instituigdes governamentais como parte de
uma bateria de testes recomendada para se estabelecer a avaliagdo e o registro de
novos produtos quimicos e farmacéuticos que entram anualmente no mercado
mundial (CHOY, 2001).

Este teste avalia danos aos cromossomos, uma vez que este método permite
a avaliagcao confiavel tanto da perda quanto da ruptura do cromossomo, (FENECH,
2005). Este teste é capaz de revelar a agdo de agentes clastogénicos (que quebram
cromossomos) e aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregacéo
cromossémica anormal) em células em estagio de divisao celular (MACGREGOR et
al.,1987). Esse ensaio apresenta algumas vantagens em relagdo aos outros, entre
as quais podem ser citadas sensibilidade, custo e confiabilidade. Esse teste pode
ser executado praticamente em qualquer populagcdo de células que esteja em
constante divisdo, sendo a medula 6ssea de mamiferos uma das regides mais
adequadas, visto que suas células levam de 22 a 24 horas para completar um ciclo
de divisdo (HEDDLE, 1973).

Portanto, os resultados encontrados no teste do micronucleo em medula
0ssea de camundongos podem ser atribuidos a uma agdo clastogénica e/ou
aneugénica da piplartina. Estes resultados corroboram com os dados encontrados in
vitro no ensaio do cometa, em células V79, e no modelo de mutagenicidade e

recombinogénese, em S. cerevisiae.

Assim, os resultados apresentados aqui mostram uma acgdo citotdxica,
genotéxica e mutagénica da piplartina. Seu mecanismo de agao parece estar
relacionado agdes (intercalacdo/danos) da piplartina sobre o DNA celular

acarretando em uma inibicdo da atividade da enzima topoisomerase |l seguido de
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indugao de quebra de fita dupla do DNA. As consequéncias desse efeito genotdxico
€ a parada do ciclo celular em G,, seguido de morte celular por apoptose e/ou
indugdo de mutagdes (figura 36). Infelizmente, n&o foi possivel realizar um ensaio
que avaliasse o efeito da piplartina sobre a atividade da enzima topoisomerase |l

e/ou a intercalacao deste alcaléide com o DNA.

-213 -



Discussao

Piplartina

|

NN Y

Intercalagdo/danos ao DNA

N\

Indug@o de quebra da
dupla fita do DNA

Inibicdo da atividade da enzima

topoisomerase I

Parada do ciclo celular na fase Gz e
ativacdo de mecanismos de reparo do DNA

|

Citotoxicidade

Células normais s l

Morte celular - Apoptose
Células tumorais gt

N\

Potencial
anticancer

Reparo celular m——p Célula normal

l — Recombinogénese
Instabilidade genética
L—— Mutagénese

#

Potencial
toxico

Figura 36 — Mecanismo de agao proposto para a atividade citotoxica/genotdxica

da piplartina.
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Dando continuidade ao estudo farmacolégico da piplartina, esta foi avaliada
em relagdo a sua farmacocinética. Foi estuda a cinética de absor¢ao da piplartina
apos uma unica dose em ratos. Para tanto, inicialmente a metodologia bioanalitica

de deteccdo da piplartina em plasma de ratos foi desenvolvida e validada.

A validagdo de um método bioanalitico deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicagbes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados (FINDLAY et al., 2000; SHAH et al.,
2000; MEI et al., 2003; KIMANANA, 1998; HARTMANN et al., 1998). Para tanto,
deve apresentar precisdo, exatidao, linearidade, limite de deteccdo e limite de
quantificacdo, especificidade, reprodutibilidade, estabilidade e recuperacéo
adequadas a analise (BRASIL, 2003).

As técnicas mais utilizadas no desenvolvimento de uma metodologia
bioanalitica para quantificacédo de farmacos e/ou metabdlitos em matrizes biolégicas,
tais como sangue, soro, plasma ou urina sdo a cromatografia gasosa (CGQG),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e estas combinadas com a
espectrometria de massas (MS) tais como, LC-MS, LC-MS-MS, CG-MS e CG-MS-
MS (SHAH et al., 2000).

O método utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao
detector de massas foi selecionado por possibilitar a quantificagdo da piplartina em
amostras de plasma com especificidade, precisdo e exatiddo. O método
desenvolvido mostrou-se especifico e, durante a aplicagdo do mesmo, comprovou-
se sensibilidade adequada a aplicagcdo em estudos de farmacocinética, no qual a

detecgao de pequenas concentragdes plasmaticas € de extrema importancia.

Durante o desenvolvimento de métodos cromatograficos, uma consideragao
importante € a escolha do uso de padrao externo ou padrao interno. Sempre que é
possivel obter um padrédo estruturalmente semelhante ao analito, a utilizagdo do
padrao interno é a opg¢ao de escolha. O padrao interno € adicionado inicialmente as
amostras, passando por todas as etapas de pré-tratamento. Para determinar a
concentracdo do analito, utiliza-se a razdo entre as respostas do analito e padrao
interno, possibilitando minimizar os erros oriundos de possiveis perdas durante o
preparo das amostras (CAUSON, 1997). No método aqui desenvolvido, utilizou-se a
carbamazepina como padrio interno, pois esta apresentou adequada seletividade

no método desenvolvido.
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As amostras bioldgicas contendo farmacos devem passar por um tratamento
prévio a sua analise cromatografica, objetivando uma separagado cromatografica livre
de interferentes (QUEIROZ et al., 2001). Neste trabalho, as amostras foram
purificadas por extracao liquido-liquido simples, utilizando-se tolueno como solvente

extrator, possibilitando maior recuperacao do analito e do padréao interno.

A fase moével utilizada neste método constitui-se por uma mistura de
acetonitrila e agua, na proporg¢ao 70:30 (v/v), acrescida de 0,2 % de acido acético.
Esse ultimo foi utilizado para favorecer a protonacdo da piplartina. O tempo de
corrida de cada analise cromatografica foi de 5 minutos. Um tempo de analise
reduzido representa uma redugédo da quantidade de fase movel utilizada e aumento

de vida util da coluna cromatografica.

O método desenvolvido e validado mostrou-se linear na faixa de concentragao
de 2 — 2.500 ng/mL, com indice de correlacéo (r?) de 0,995. O limite de quantificagéo
encontrado foi de 2 ng/mL com precisdo e exatidao aceitavel. Esta faixa de
linearidade e este valor de limite de quantificagdo sdo adequados a aplicagdo do

método em estudos farmacocinéticos.

Além de um método bioanalitico ser especifico e sensivel este deve ser
preciso e exato. A precisdo representa o grau de repetibilidade entre os resultados
de analises individuais em idénticas condigbes de ensaio e a exatiddo, o grau de
concordancia entre os resultados individuais encontrados e um aceito como
referéncia. Um método bioanalitico € considerado preciso e exato quando as
analises dos controles de qualidade baixo, médio, alto e limite de quantificacédo
mostrarem valores ndo excedentes a + 15% do valor nominal analisado e para o
limite de quantificacdo este desvio ndo deve exceder + 20% tanto para as mesmas
corridas (Intra-ensaio) quanto para corridas analiticas diferentes (Inter-ensaio)
(BRASIL, 2003; GUIDANCE FOR INDUSTRY, 2001; BRESSOLLE et al., 1996;
DADGAR & BURNETT, 1995).

Os valores obtidos para a analise da piplartina nos estudos intra-ensaio
variaram de 3,42 a 6,7 % para a precisdo e de -7,05 a 2,2 % para a exatiddo. As
amostras analisadas em dias diferentes (inter-ensaios) apresentaram precisao entre
3,73 a 5,97 % e exatidao entre -5,70 a 0,87 %. Os resultados apresentados estao de
acordo com o estabelecido pelas diretrizes para a validagdao de métodos analiticos
(BRESSOLE et al., 1996).
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As amostras de piplartina em plasma a — 20 °C permaneceram estaveis ao
serem submetidas a trés ciclos de congelamento e descongelamento. A analise de
amostras de plasma descongeladas e mantidas a temperatura ambiente por 4 horas
também demonstrou que esta permanece estavel, indicando adequabilidade do

meétodo ao tempo e condigdes de analise.

Assim, o método bioanalitico (LC-MS-MS) desenvolvido e validado para
determinacao da piplartina em plasma de ratos apresentou-se especifico, sensivel,

preciso e exato, justificando sua aplicagdo em estudos farmacocinéticos.

O método desenvolvido foi aplicado em um estudo de disposi¢cao cinética em
ratos. Neste estudo, a piplartina foi administrada por via intraperitoneal, em dose
unica de 50 mg/kg. Apos a administragdo da piplartina, a curva de concentragao
plasmatica (na escala logaritima) versus tempo declinou linearmente, assim o perfil
de decaimento plasmatico pode ser descrito por uma unica funcao exponencial. Esta
situacdo é descrita como modelo monocompartimental (SHARGEL & YU, 1999;
DIPIRO, 2002).

O modelo de um compartimento, ou monocompartimental, € considerado o
mais simples, pois inclui somente um compartimento e representa farmacos que
apds a administracao, se distribuem para todos os tecidos atingindo rapidamente o
equilibrio em todo o organismo. A administragcdo pode se por via intravascular ou
extravascular (WELLING, 1997; SHARGEL & YU, 1999; DIPIRO, 2002).

Os processos de absorcéo e eliminacdao que ocorrem apdés administracao de
um farmaco por via extravascular, e que definem o perfil plasmatico resultante, sao
adequadamente descritos por modelos de primeira ordem, os quais permitem a
determinacdo dos parametros K, (constantes de absor¢do de primeira ordem), F
(fracdo da dose absorvida) e K (constante de eliminagao terminal). Assim, utilizando
0 modelo monocompartimental aberto com absorcéo e eliminagao de primeira ordem
€ possivel a determinacdo dos parametros farmacocinéticos AUCq., AUCo-, Cmax,
Cl, Vd, Ke, t12 € Trmax (WELLING, 1997).

A piplartina apresentou o0s seguintes valores para o0s parametros
farmacocinéticos: AUCp24 = 8.471,26 ng/h/L, AUCy., = 8.505,25 ng/h/L, Cnax =
3.580,00 ng/mL, Cl = 5,88 L/h, Vd = 13.888,9 L, Kg= 1,37 h, t12= 0,5 h € Tpax =
0,083 h.
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Assim, a piplartina atinge niveis plasmaticos em torno de 4.000 ng/mL que
sao préoximos dos valores encontrados para a sua atividade citotoxica in vitro para
células tumorais (efeito anticancer) e valores abaixo em relagdo as encontrados para
a atividade citotoxica em PBMC (efeitos toxicos). Isto confirma que a atividade
biolégica da piplartina seja devido a uma atuagao direta deste composto nos sitios

de acdbes celulares.

No passo seguinte, a associagdo do 5-FU com a piplartina foi avaliada em
estudos in vitro e in vivo. O efeito da associagdo do 5-fluorouracil (5-FU) com a
piplartina foi avaliado in vitro sobre a proliferacdo de células tumorais humana. Os
efeitos dos tratamentos com a piplartina (50 mg/kg/dia), o 5-FU (10 mg/kg/dia) ou a
associagao do 5-FU (10 mg/kg/dia) com a piplartina (50 mg/kg/dia) foram avaliados
em camundongos saudaveis ou transplantados com o tumor Sarcoma 180.
Adicionalmente, analises histopatoldgicas, bioquimicas e hematoldgicas foram
realizadas com o intuito de avaliar efeitos téxicos causados pelo tratamento dos

animais com os compostos.

A piplartina aumentou a eficacia do 5-FU in vitro e in vivo. Em relagdo a
proliferacdo celular in vitro, a piplartina diminuiu os valores de Clsg do quimioterapico
5-FU, corroborando que a piplartina apresenta uma acgao direta sobre as células do
tumor. A administragdo concomitante do 5-FU com a piplartina apresentou-se como
uma associacao util para a redugao do tumor experimental Sarcoma 180. A atividade
antitumoral da piplartina ja havia sido descrita no modelo experimental Sarcoma 180,
nas doses de 50 e 100 mg/kg, onde esta foi capaz de reduzir o crescimento tumoral,
provavelmente por uma acido direta sobre o tumor, como observada pela
quantificacdo do marcador de proliferagao tumoral Ki67 (BEZERRA et al., 2006). Os
resultados encontrados com a combinagdo do 5-FU com a piplartina indicam uma

opc¢ao de melhora na eficacia da terapéutica antineoplasica.

Na quimioterapia do céncer, farmacos antineoplasicas sao frequentemente
usadas em combinagdes. Este tipo de tratamento (poliquimioterapia) apresenta
resultados mais eficazes, pois consegue maior resposta a cada aplicagao,
diminuindo o risco de resisténcia aos farmacos e conseguindo atingir as células em
diferentes fases do seu ciclo (MORINAGA et al., 2003). Um bom exemplo disso é a
quimioterapia da leucemia linfoblastica aguda. A eficacia do tratamento da leucemia

linfoblastica aguda aumentou expressivamente ao longo dos anos. A sobrevida livre
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de evento aumentou de cerca de 10% na década de 60 para aproximadamente 80%
atualmente. Esse avango se deve em grande parte a adogao da poliquimioterapia a
partir dos anos 80. A refratariedade ao tratamento € observada com frequéncia na
quimioterapia, ndo obstante o uso da poliquimioterapia que tem por objetivo atingir
diferentes alvos moleculares e vias intracelulares justamente para reduzir essa
probabilidade (CHEOK & EVANS, 2006). Entretanto, a quimioterapia do cancer
ainda encontra limitacbes determinadas pela elevada incidéncia de toxicidade.

Devido a essas elevadas incidéncias de toxicidade, com frequéncia,
internagbes sao necessarias para o tratamento de intercorréncias (especialmente
infecciosas) que, além do risco iminente que representam por si mesmas,
determinam interrupcdo do tratamento quimioterapico, aumentando, portanto a
incidéncia de ineficacia da quimioterapia. Esses sao eventos comuns para diversos
tipos de cancer. De todo modo, a associagao do 5-FU com a piplartina ndo apenas
foi eficiente para aumentar a resposta antitumoral do antineoplasico, mas também
reduziu os efeitos colaterais deste agente quimioterapico. Como visto nos
resultados, a leucopenia induzida pelo 5-FU foi prevenida com a associagao com a

piplartina.

As células da medula 6ssea sdo bastante sensiveis a agressao causada
pelos agentes quimioterapicos. Como consequéncia, os globulos brancos
(leucécitos) e vermelhos (hemacias), assim como as plaquetas podem ter sua
produgdo comprometida, determinando queda em suas contagens no sangue
(KATZUNG, 2003).

Os leucocitos sdo as ceélulas do sangue encarregadas da defesa do
organismo contra infecgdes. Sendo constantemente produzidos pela medula dssea,
circulam no sangue por alguns dias e migram para os tecidos onde vao destruir os
microorganismos invasores. Por isso, a queda na contagem de leucocitos no sangue
(leucopenia) predispde o organismo a infecgdes (KATZUNG, 2003; TAKIGUCHI et
al., 2001). Assim, a associacédo do 5-FU com a piplartina é vista como uma

combinacao benéfica.

Além disso, o fator estimulador de colbnias, produzido pelo tumor Sarcoma
180, aumenta o numero de células polimorfonucleares em sangue periférico
(OKAWA et al., 1992). Os resultados confirmam que o tumor Sarcoma 180 modifica

os parametros leucocitarios. Houve também diferengas em relagdo ao tamanho dos

-219 -



Discusséo

bacos dos camundongos saudaveis e transplantados com o tumor Sarcoma 180,
sugerindo uma esplenomegalia e hematopoiese esplénica induzida pelo tumor
Sarcoma 180. Por outro lado, o tratamento dos animais com 5-FU causou
significante reducdo da massa dos bacgos. Adicionalmente, o tratamento com a
piplartina normaliza a proporgao de leucdcitos em sangue periférico, compensando o

efeito do tumor, e prevenindo a redug¢ao do bago causada pelo 5-FU.

Os glébulos vermelhos permanecem na circulagdo por periodos muito
maiores que os leucécitos. Assim, a anemia - queda na contagem dos gldbulos
vermelhos no sangue - torna-se evidente somente apds alguns ciclos de
quimioterapia. Por isso, nao foi evidenciada anemia, induzida pelo 5-FU, no modelo

experimental adotado.

A toxicidade de uma substancia também pode ser avaliada investigando-se o
aspecto macroscépico e a massa de seus orgaos. O figado e rins sdo 6rgaos
responsaveis pela detoxicagcdo do organismo, e em casos de intoxicagao podem ter
seu volume e/ou peso aumentado. Os animais foram avaliados quanto a massa do
figado e dos rins. A massa corporal absoluta dos animais, assim como a massa do
figado e dos rins ndo apresentou diferengas significativas entre os grupos testes e o
grupo controle. Estes resultados indicam que as doses testadas nao produziram

toxicidade a niveis macroscopicos.

Ainda em relagdo ao estudo toxicoldgico, foram realizados testes de dano
hepatico (niveis plasmaticos das transaminases: aspartato aminotransferase - AST e
alanina aminotransferase - ALT) e teste da fungdo gromerular renal (niveis
plasmaticos de uréia). Aléem disso, analises histopatologicas foram realizadas nos

figados e rins de animais tratados.

Na analise das transaminases, sensiveis indicadores da injuria celular
hepatica, ndo foram encontradas alteragdes em relagdo aos grupos tratados e grupo
controle. As analises histopatologicas dos figados removidos de animais tratados
sugerem que o figado pode ser considerado como alvo potencial da toxicidade da
piplartina, caracterizando uma leve hepatoxicidade do composto. De qualquer modo,
regeneragao do tecido hepatico ocorre em muitas doengas, exceto quando ocorre
um grande dano. Até quando a necrose hepatocelular esta presente, mas o tecido
conjuntivo esta preservado, a regeneracédo é quase completa (SCHEUER &
LEFKOWITCH, 2000; KUMMAR, 2004). As alteragcdes hepaticas observadas nos
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animais tratados com piplartina podem ser consideradas reversiveis (SCHEUER &
LEFKOWITCH, 2000; KUMMAR, 2004; MCGEE et al., 1992). Estes dados

corroboram com os encontrados na literatura (BEZERRA et al., 2006).

Na analise dos niveis plasmaticos da uréia, um marcador da taxa de filtracdo
glomerular, também nao foi encontrado alteragdes em relagdo aos grupos tratados e
grupo controle. O nivel de uréia sanguineo € geralmente usado para diagnosticar e
indicar, a severidade da insuficiéncia renal, porque ela € comparativamente mais
facil de ser estimada. Entretanto, os niveis aumentados de uréia podem ser devidos,
nao somente a uma alteracdo na excrecdo, mas a um aumento na producao,
associado a dietas ricas em proteinas, febre, hemorragias gastrointestinais e
farmacos que estimulam o catabolismo e o anabolismos (VARLEY et al., 1980). A
determinacao da creatinina tem sido preferida porque ela parece ser independente
da ingestao de proteinas e sua producgao a partir da degradacao da fosfocreatina do
musculo é relativamente constante (VARLEY et al., 1980). Entretanto, tecnicamente
a determinacdo ndo € tdo simples. Em animais de pequeno porte, como 0s
camundongos, os valores encontrados sdo geralmente muito baixos e raramente
apresentam algum significado. Além de que seus niveis sanguineos caem com 0
desgaste muscular. Vacuolizacdo do epitélio e trechos hemorragicos foram alguns
dos achados histopatologicos dos rins de animais tratados com a piplartina,
sugerindo discreta nefrotoxicidade, entretanto, como o tecido estava preservado, a
regeneragao pode ser completa. Assim, as alteragbes observadas nos animais
tratados com a piplartina podem ser consideradas reversiveis (TISHER &
BRENNER, 1994). Estes dados também corroboram com os encontrados na
literatura (BEZERRA et al., 2006).

Assim, os resultados sugerem que a piplartina, ndo apenas apresenta
atividade antitumoral, mas também, pode aumentar a eficacia do quimioterapico 5-
FU. Este composto apresenta baixa toxicidade e ainda possui agédo protetora contra

os danos hematolégicos induzido pelo quimioterapico 5-FU.

Por fim, podemos afirmar que a piplartina, um produto natural encontrado em
pimentas, apresenta potencial anticancer promissor. A determinacdo do grupo
farmacoférico para a atividade citotdxica da piplartina, bem como a avaliagao do seu
potencial mutagénico, de seu mecanismo de agdo, da sua eficacia em modelos

animais e estudo de absorcdao sao de extremo valor para o conhecimento
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farmacoldgico da atividade anticancer deste alcaldide. Os resultados obtidos neste
estudo vém para contribuir com os estudos farmacodinamicos, a niveis celulares e
moleculares, e farmacocinéticos deste alcaldéide. De qualquer modo, estudos
complementares que contemplem analises de alvo molecular, modelagem estrutural,
eficacia em modelos xenograficos e estudos toxicolégicos e farmacocinéticos
adicionais pré-clinicos e clinicos sao requeridos para a validacdo deste farmaco para

uso humano.
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6. Concluséao

e Por fim, podemos afirmar que a piplartina, um produto natural encontrado em

pimentas, apresenta uma atividade anticancer promissora.

¢ No estudo da relagao estrutura-atividade, o grupo carbonila a-p-insaturada do

anel amidico mostrou ser essencial para atividade citotoxica da piplartina.

e O indice de seletividade foi de aproximadamente 45 vezes, quando

comparada a sua atividade citotoxica em linhagem leucémica versus PBMC.

e Seu mecanismo de acdo esta relacionado com bloqueio do ciclo celular na
fase G, e induziu morte celular por apoptose com participacdo da via

intrinseca (via mitocondrial).

e A piplartina apresentou-se como um agente genotdxico, quando avaliado pelo
teste do cometa, sugerindo a quebra da fita dupla do DNA como principal

responsavel por esse efeito.

e Esta ndo foi mutagénica para a bactéria S. typhimurium, quando testada no
ensaio de Ames (modelo procariético) na auséncia e na presenga da fragao
S9. Entretanto, apresentou-se como um potente agente mutagénico e

recombinogénico para a levedura S. cerevisiae (modelo eucariético).

e A atividade genotdxica/mutagénica da piplartina foi confirmada no modelo do

micronucleo em medula 6ssea de camundongos.

e Em relacido ao estudo farmacocinético, o0 método bioanalitico desenvolvido e
validado para a quantificagao da piplartina em plasma de ratos apresentou-se
especifico, sensivel, preciso e exato, justificando sua aplicacdo em estudos
farmacocinéticos. Quando submetida a um estudo de disposi¢cao cinética, a
piplartina apresentou um perfil de absorg¢ao caracteristico de um modelo

monocompartimental.

e Por fim, a piplartina aumentou o efeito antitumoral do quimioterapico 5-FU e

ainda diminuiu seus efeitos colaterais.
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ABSTRACT: It has been reported that piplartine and piperine, alkaloid/amide compounds from Piper species, show
antitumor activities. In the present paper, the effects of the combination of 5-fluorouracil (5-FU) with piplartine or piperine
was determined using ir vitro and in vivo experimental models. Hematological and biochemical analyses, as well as
histopathological and morphological analyses of the tumor and the organs, including liver, spleen and kidney, were per-
formed in order to evaluate the toxicological aspects associated with different treatments. The incubation of tumor cell
lines with 5-FU in the presence of piplartine or piperine produced an increase in growth inhibition, as observed by
lower IC;, values for 5-FU. These effects were also observed in vivo, where the combination with piplartine but not
piperine with 5-FU led to a higher tumor growth inhibition. The results indicated that either piplartine- or 5-FU-
treated animals showed a low inhibition rate when they were used individually at low doses of 28.67% and 47.71%,
respectively, but when they were combined at the same dose, the inhibition rate increased significantly to 68.04%.
The histopathological analysis showed that the livers and the kidneys of treated animals were only slightly and reversibly
affected. Neither the enzymatic activity of transaminases nor the urea levels were significantly modified when compared
with the control group. Hematological analysis showed leukopenia after 5-FU treatment, which was reversed by the com-
bined use of piplartine and piperine. These findings indicate that piplartine may enhance the therapeutic effectiveness
of chemotherapeutic drugs, and moreover, this combination could improve immunocompetence hampered by 5-FU.

Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.
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Introduction

Natural products are the most consistent source of drug
leads. Newer developments based on natural products
include many anticancer agents, such as vindesine,
vinorelbine, etoposide, docetaxel and topotecan (Cragg
and Newman, 2005). Therefore, the use of natural prod-
ucts has been the single most successful strategy for the
discovery of new medicines used in anticancer therapy.

Many naturally occurring plant-derived substances
ingested in the human diet exhibit anticarcinogenic and
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antimutagenic effects (Reen and Singh, 1991; Annu
et al., 1998). Many authors have emphasized that the
phytochemicals isolated from spices, such as peppers, are
potent biological agents with interesting anticancer prop-
erties (Lampe, 2003). Various amides bearing isobutyl,
pyrrolidine, dihydropyridone and piperidine moieties have
been isolated from Piperaceae species (Parmar et al.,
1997). These amides have generated interest as a result of
their potent cytotoxic activity towards tumor cell lines
(Tsai et al., 2005).

Piperine is a major plant alkaloid/amide present in
black and long peppers (Piper nigrum and Piper
longum), which is one of the most common spices con-
sumed by a large number of people worldwide. It is
shown to possess diverse pharmacological activities
(reviewed by Parmar et al., 1997). Concerning anticancer
related properties, piperine has been reported to inhibit
lung metastasis (Pradeep and Kuttan, 2002), and to
possess antitumor activities in different animal models
(Sunila and Kuttan, 2004; Bezerra et al., 2006).



Piplartine is also an alkaloid/amide present in Piper
species. Biological activities described for this amide
include antifungal, antiplatelet, cytotoxic and antitumor
activities (Duh and Wu, 1990; Duh et al., 1990; Silva
et al., 2002; Tsai et al., 2005, Bezerra et al., 2005;
2006; 2007).

The aim of this study was to investigate the effect
of piplartine and piperine in combination with the
chemotherapeutic agent 5-fluorouracil (5-FU) using both
in vitro and in vivo experimental models. In order to
evaluate the toxicological aspects related to different
treatments, hematological, biochemical, histopathological
and morphological analyses of treated animals were
performed.

Material and Methods
Drugs

Piplartine was purified from the roots of Piper tuber-
culatum as described by Bezerra et al. (2005). Briefly,
420.0 g of ground roots of P. tuberculatum was macer-
ated with a mixture of petroleum/ethyl acetate 1:1 (1.5 1)
for 24 h (3x). The solvent mixture was evaporated under
reduced pressure to yield a yellowish solid (13.24 g),
which provided piplartine (4.35 g) (Fig. 1) after crystal-
lization from MeOH. Piplartine, obtained as a pure
compound, was characterized particularly by 1D and
2D NMR analyses and m.p. 122.2-122.6 °C (Lit. 128-
130 °C and 124 °C, Atal et al., 1975; Braz-Filho et al.,
1981).

o) o)
H,CO N

N
H,CO

OCH,
Piplartine
(0]
<Oji>/\/\)‘\,\©
O
Piperine

Figure 1. Chemical structure of piplartine {5,6-dihydro-
1-[1-0x0-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-2-propenyl]-
2(1H)pyridinone} and piperine {1-5-(1,3)-benzodioxol-
5-yl)-1-ox0-2,4-pentadienyl]piperidine}

Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.
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Piperine, from black pepper seeds, was purchased
from Acros Organics (New Jersey, USA) (Fig. 1). 5-FU
was purchased from Sigma Aldrich Co. (St Louis, MO,
USA).

Animals and Tumor Cells

In vitro cytotoxicity was determined in tumor cells using
HL-60 (leukemia), MDA-MD-435 (breast), SF295 (cen-
tral nervous system) and HCT-8 (colon) human cell lines
obtained from the National Cancer Institute, Bethesda,
MD, USA. All cell lines were maintained in RPMI
1640 supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mm
glutamine, 100 Uml™ penicillin, 100 ug mlI™ strepto-
mycin at 37 °C with 5% CO,.

A total number of 140 Swiss mice (female, 25-30 g)
obtained from the Central Animal House of the Federal
University of Ceard, Brazil were used. Animals were
housed in cages with free access to food and water.
All animals were kept under a 12 h:12 h light-dark cycle
(lights on at 6:00 a.m.). Animals were treated accord-
ing to the ethical principles of animal experimentation
of COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal), Brazil. The Animal Studies Committee of
Federal University of Ceara approved the experimental
protocol.

Sarcoma 180 tumor cells were maintained in the
peritoneal cavities of the Swiss mice in the Laboratory of
Experimental Oncology from the Federal University of
Ceard since the mid 1980s.

Cell Proliferation Assays

For all experiments, cells were plated in 96-well plates
(10° cells/well for adherent cells or 0.5 x 10°cells/
well for suspended cells in 100 ul of medium). The
cytotoxicity of 5-FU was accessed in the absence or pres-
ence of piplartine (5 um) or piperine (50 pum). Piplartine
and piperine concentrations were determined from previ-
ous experiments to avoid any cytotoxic activity related to
amide treatments. The vehicle was used as a negative
control. Tumor cell growth was assessed according to
changes in the viable cell number as determined by
the ability of living cells to reduce the yellow dye 3-
(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromide (MTT) to a purple formazan product (Mosmann,
1983). At the end of incubation (72 h), the plates were
centrifuged and the medium was then replaced by fresh
medium (200 ul) containing 0.5 mg mlI™' MTT. Three
hours later, the MTT formazan product was dissolved in
150 ul DMSO, and the absorbance was measured using
a multiplate reader (Spectra Count, Packard, Ontario,
Canada). The drug effect was quantified as the percent-
age of control absorbance of reduced dye at 595 nm.

J. Appl. Toxicol. 2008; 28: 156-163
DOI: 10.1002/jat
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Assay of Antitumor Activity and Toxicological
Study

Ten-day-old Sarcoma 180 ascites tumor cells (2 X
10° cell/500 ul) were implanted subcutaneously into the
left hind groin of the mice. One day after inoculation,
piplartine or piperine (50 mg kg™") alone or combined
with 5-FU (10 mg kg™") was dissolved in 10% DMSO
and administered intraperitoneally for 7 days in mice
transplanted with sarcoma 180 tumor and in healthy
mice. These doses were selected based on their rate inhi-
bition obtained from previous work (Bezerra et al.,
2006). 5-FU (10 mg kg™) was used as a positive control.
The negative control was injected with 10% DMSO or
0.9% NaCl. On day 8, the mice were killed. Tumors,
livers, spleens and kidneys were extirpated, weighed
and fixed in 10% formaldehyde. The tumor inhibition
ratio (%) was calculated by the following formula: inhi-
bition ratio (%) = [(A-B)/A] x 100, where A is the mean
tumor weight of the negative control, and B is that of the
treated group. Body weights were measured at the start
and at the last day of treatment. Peripheral blood was
obtained by retro-orbital venous plexus sampling with
a heparinized capillary tube from healthy mice or mice
transplanted with sarcoma 180 tumor and used for
hematological and biochemical analyses.

Biochemical and Hematological Parameters

Blood samples of the treated-animals were collected
from the retro-orbital plexus under light ether anesthesia.
Biochemical analyses were performed in serum samples
obtained after centrifugation of total blood without anti-
coagulants, at 2500 rpm for 15 min. Standardized diag-
nostic kits from LABTEST® (Lagoa Santa, MG, Brazil)
were used in the spectrophotometric determination of
aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotrans-
ferase (ALT) and urea.

For the hematological analysis, an aliquot of blood per
animal was placed in ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) and various hematological parameters (hemo-
globin content, platelet count, total and differential count

Table 1.

of leukocytes) were carried out by standard manual pro-
cedures using light microscopy.

Histopathology and Morphological Observations

After being fixed with formaldehyde, tumors, livers,
spleens and kidneys were grossly examined for size or
color changes and hemorrhage. Subsequently, portions of
the tumor, liver, spleen and kidney were cut into small
pieces, followed by staining with hematoxylin and eosin
of the histological sections. Histological analyses were
performed by light microscopy. The occurrence and the
extent of liver or kidney lesions attributed to drugs were
recorded.

Statistical Analysis

Data are presented as mean + SEM. The differences
between experimental groups were compared by ANOVA
followed by Student Newman Keuls or Bonferroni tests
(P < 0.05).

Results

Effects of 5-FU combined with Piplartine or
Piperine on Tumor Cells In Vitro

Before determining the effects of 5-FU combined with
piplartine or piperine, the ICs, of piplartine and piperine
were determined separately. The obtained ICs, values
were in the range 6.0-7.8 um and 77.1- > 87.56 um
for piplartine and piperine, respectively (Bezerra et al.,
2005). To investigate the effects of 5-FU, the cytotoxicity
was accessed in the absence or in the presence of
piplartine (5 um) or piperine (50 um), considering that
these concentrations do not account for more than 20%
of the effect itself. Table 1 shows the IC, values attained
for 5-FU in the absence and presence of piplartine or
piperine. The 5-FU concentration required to cause 50%
growth inhibition (ICs;) in HL-60, MDA-MB435, SF295

In vitro cytotoxicity of 5-FU in the absence and presence of piplartine or piperine on tumor cell lines.

Data are presented as ICy, + SEM values from two independent experiments performed in quadruplicate (n = 8) for
leukemia (HL-60), colon (HCT-8), brain (SF295) and breast (MDA-MB435) cancer cells

5-Fluorouracil

Cell line - Piperine (50 um) Piplartine (5 uw)
HCT-8 11.18 + 0.71 9.13 + 0.39 4.70 £ 0.55°
SF-295 233+ 0.51 2.40 + 0.30 0.49 +0.11°
HL-60 84.68 + 0.66 55.53 + 0.39" 38.13 + 0.43°
MDA-MB435 9.19 + 0.85 491 + 0.59* 1.95 + 0.27°

* P < 0.05 compared with 5-FU alone by ANOVA followed by Student Newman-Keuls.

Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.
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and HCT-8 cells was 84.68, 9.19, 2.33 and 11.18 uwm,
respectively.

Piplartine increased the efficacy of 5-FU in all cell
lines tested as observed by the lower IC, value. For
example, when 5-FU was used in combination with 5 um
piplartine, the IC, value diminished from 2.33 to 0.49 pum
in SF-295 cells. On the other hand, piperine increased the
cytotoxicity of 5-FU in only HL-60 and MDA-MB435
cells. Table 1 indicates that combined treatment with
piperine (50 um) reduced the ICs, of 5-FU from 84.68 to
55.53 um in HL-60 and from 9.19 to 4.91 um in MDA-
MB435 cells.

Effects of 5-FU combined with Piplartine
or Piperine on Sarcoma 180 Tumor in Mice
transplanted /n Vivo

The effects of 5-FU combined with piplartine or piperine
on sarcoma 180-transplanted mice are shown in Table 2.
Piplartine and piperine doses were determined by previ-
ous experiments using sarcoma 180 tumor cells as a
model (Bezerra et al., 2006). There was a significant
reduction in tumor weight in animals treated with 5-FU,
piperine or piplartine, as well as with 5-FU combined
with piperine or piplartine (P < 0.05). On day 8, the
mean tumor weight of the control mice was 1.90 %
0.12 g, while in the drug-treated mice it was 1.43 *
0.12 g with piplartine, 1.04 £ 0.15 g with piperine and
0.99 £ 0.10 g with 5-FU. When the animals were treated
with 5-FU combined with piplartine or piperine, the mean
tumor weights were 0.61 £ 0.10g and 0.99 £ 0.11 g,
respectively. There were statistically significant differ-
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ences between the two alkaloids and among doses in
relation to the control group, but only piplartine added
to 5-FU was statistically different from 5-FU alone (P <
0.05). Tumor growth inhibition increased to 68.04% with
5-FU plus piplartine, but was not modified by the com-
bination of 5-FU with piperine at the same concentration.

Histopathological analyses of the tumors extirpated
from control mice showed groups of large, round and
polygonal cells, with pleomorphic shapes, hyperchromatic
nuclei and binucleation. Several degrees of cellular and
nuclear pleomorphism were seen. Mitosis, muscle inva-
sion and coagulation necrosis were also noticed. In the
tumors extirpated from treated animals, extensive areas of
coagulative necrosis were observed.

Thus, the results indicated that piplartine, piperine or
5-FU inhibited tumor growth when used individually, but
when 5-FU was combined with piplartine at the same
doses, tumor growth inhibition increased significantly.
This indicated that piplartine may increase the antitumor
activity of 5-FU.

Toxicological Aspects of 5-FU Treatment with
and without Piplartine or Piperine

No significant changes in the renal (urea level) or liver
(enzymatic activity of transaminases AST and ALT)
parameters were seen in any animals treated with piplar-
tine or piperine alone or in combination with 5-FU
(P > 0.05) in mice transplanted with sarcoma 180 tumor
or healthy mice (Table 3).

The animals transplanted with sarcoma 180 tumor
and treated only with saline showed a significant increase

Table 2. The percent inhibition of 5-FU combined with piplartine or piperine in mice transplanted with sarcoma

180 tumor or healthy mice

Dose Liver (g 100 g Spleen (g 100 g Kidney (g 100 g Inhibition
Drug (mg kg)  body weight) body weight) body weight) Tumor (g) (%)
Healthy mice
Saline - 451 £0.18 0.23 £ 0.02 1.09 + 0.03 - -
10% DMSO - 4.29 £0.20 0.40 £ 0.08 111 £ 0.05 - -
5-FU 10 457 £027 0.45 + 0.01 1.05  0.08 - -
Piplartine 50 4.28 £ 0.40 0.31 £ 0.04 1.15 £ 0.05 - -
Piplartine + 5-FU 50 + 10 432 £022 0.33 £ 0.08 1.14 £ 0.04 - -
Piperine 50 473 £022 0.20 £ 0.02 1.13 £ 0.03 - -
Piperine + 5-FU 50 + 10 472 £ 0.61 0.21 £ 0.03 1.19 £ 0.12 - -
Mice transplanted with S180
Saline - 522 +0.09 0.56 + 0.03 1.32 £ 0.05 2.74 £ 0.15 -
10% DMSO - 5.05 £ 0.12 0.62 £ 0.08 1.15 £ 0.09 1.90 £ 0.12 -
5-FU 10 426 £ 0.52 0.40 £ 0.10° 1.06 + 0.03 0.99 + 0.10° 47.71
Piplartine 50 4.58 £0.26 0.63 £ 0.05 1.04 £ 0.05 1.43 £0.12%¢ 24.61
Piplartine + 5-FU 50 + 10 5.07 £ 0.87 0.62 £ 0.24 1.19 £ 0.10 0.61 £ 0.10*" 68.04
Piperine 50 4.40 £0.24 0.48 £ 0.06 1.02 £ 0.04 1.04 £0.15° 45.00
Piperine + 5-FU 50 + 10 470 £ 0.49 0.37 £ 0.14° 111 £0.15 0.99 £ 0.11° 47.95

Data are presented as mean = SEM of ten animals.

* P < 0.05 compared with 10% DMSO experimental group by ANOVA followed by Newman-Keuls.
° P < 0.05 compared with piplartine experimental group by ANOVA followed by Newman-Keuls.
¢ P < 0.05 compared with 5-FU experimental group by ANOVA followed by Newman-Keuls.

Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.
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Table 3.

Effect of 5-FU combined with piplartine or piperine on the biochemical parameters in peripheral blood

from mice transplanted with sarcoma 180 tumor or healthy mice

Drug Dose (mg kg™) AST (UI'I™") ALT (UIIT) Urea (mgdI™)
Healthy mice

0.9% NaCl - 823 £ 11.5 52.1+£93 341 £62
10% DMSO - 108.0 £ 4.6 479 + 12.7 298 £ 8.5
5-FU 10 115.9 + 10.5 458 £ 11.3 292 +93
Piplartine 50 1129+ 9.3 41.8+74 404 £5.2
Piplartine + 5-FU 50 + 10 99.0 £ 12.9 589 +9.2 37.5+£32
Piperine 50 106.4 £ 12.3 37.8 £ 6.9 36.8 £ 6.2
Piperine + 5-FU 50 + 10 108.0 + 15.9 583+94 319 £ 39
Mice transplanted with S180

0.9% NaCl - 1139 £9.7 452 + 159 285+ 6.1
10% DMSO - 106.4 £ 9.6 50.8 £ 10.7 31.6 £ 9.1
5-FU 10 119.6 £+ 14.1 359+ 143 275+£53
Piplartine 50 1129 +£9.3 418 £ 74 404 £5.2
Piplartine + 5-FU 50 + 10 99.0 £ 12.9 589+9.2 375 +3.2
Piperine 50 106.4 £ 12.3 37.8 £ 6.9 36.8 £ 6.2
Piperine + 5-FU 50 + 10 108.0 £ 15.9 583+94 319 £ 39

Data are presented as mean £ SEM of five animals.

(P < 0.05) in the total number of circulating peripheral
leukocytes compared with normal animals. Moreover,
there was a significant difference (P < 0.05) in lympho-
cyte and neutrophil percentages in the peripheral blood
of animals transplanted with sarcoma 180 tumor when
compared with the normal group treated with saline
(Table 4). When the normal animals or those transplanted
with sarcoma 180 were treated with 5-FU, a marked re-
duction in leukocytes was seen in both groups. Further-
more, piplartine and piperine in combination with 5-FU,
not only induced an increase in the number of total
leukocytes, but also normalized the leukocyte propor-
tions. In addition, piplartine and piperine alone were also
able to normalize lymphocyte and neutrophil percentages
in peripheral blood of sarcoma 180 inoculated animals.
No significant changes in hematological parameters were
seen in any animals treated with piplartine or piperine
alone in healthy mice.

The organs removed from the treated animals were
weighed. No significant changes in organ weights were
seen in any animals treated with piplartine alone or in
combination with 5-FU or piperine alone (Table 2). How-
ever, after treatment with 5-FU combined with piperine
or 5-FU alone, the spleen weights were significantly
reduced when compared with the control group (P <
0.05), but only in mice transplanted with sarcoma 180.
No significant changes in the body weights were seen in
any groups (P > 0.05) (data not shown).

Histopathological analyses of the kidneys from treated
animals showed a discrete hydropic change in the pro-
ximal tubular epithelium and glomerular and tubular
hemorrhage, but the glomerular structure was essentially
preserved. Besides the toxic effects observed in the
kidney, the liver histopathological analyses indicated that
it was also a target organ for alkaloid amide toxicity. The

Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.

effects observed in the liver of 5-FU + piperine treated
animals were more marked than in other groups. These
effects included Kupffer cell hyperplasia, portal tracts
and centriolobular venous congestion, focal infiltrate of
chronic inflammatory cells, intense ballooning degenera-
tion of hepatocytes, and sinusoidal hemorrhage. However,
only with 5-FU combined with piperine were areas of
microvesicular steatosis observed.

In addition, spleen histopathology in piplartine treated
animals indicated marked white pulps, megakaryocytes
throughout and visualization of lymphoid follicles. There
was no significant change in the spleen in the other
experimental groups when compared with the control

group.

Discussion

In clinical cancer chemotherapy, anticancer drugs are
often used in combination. The discovery of useful com-
bination chemotherapy is expected to increase the re-
sponse rate and the frequency of long-term survival
(Morinaga et al., 2003). In treatment with piplartine or
piperine, it will be important to determine the effect of
these amides on the antitumor activity and toxicological
effects related to 5-FU treatment.

It has been reported that piplartine and piperine show
in vitro and in vivo antitumor activity (Duh et al., 1990;
Duh and Wu, 1990; Sunila and Kuttan, 2004; Bezerra
et al., 2005, 2006, 2007). The present study investigated
the in vitro and in vivo effect of piplartine or piperine in
combination with 5-FU on antitumor activity using
experimental models. The chemotherapeutic agent 5-FU
was used as it is highly cited in other works facilitating
comparison of the data. In addition, some parameters

J. Appl. Toxicol. 2008; 28: 156—-163
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were analysed in order to evaluate the toxicological
aspects of drug treatment. The in vivo antitumor activity
for piperine and piplartine was previously demonstrated
(Sunila and Kuttan, 2004; Bezerra et al., 2006). In order
to explore the inhibitory effects of combination treat-
ments in different tumor cells, the cell lines HL-60,
MDA-MB435, SF295 and HCT-8 were tested with 5-FU
in the absence and presence of piplartine (5 um) or
piperine (50 um). The results showed that the incubation
of tumor cell lines with 5-FU in the presence of
piplartine or piperine produced an increase in growth
inhibition, as observed by lower ICy, values. Piplartine
produced stronger effects in all cell lines tested. Piperine,
in contrast, only increased 5-FU cytotoxicity in HL-60
and MDA-MB435 cells, respectively.

In previous work, the direct cytotoxicity of these
amides was assessed on the brine shrimp lethality assay,
sea urchin egg development, 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-
- 2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide (MTT) assay using
ronten 22eaaan tumor cell lines and lytic activity on mouse erythrocytes

(Bezerra et al., 2005). The results obtained demonstrated
that both compounds displayed significant cytotoxic
effects, piplartine being more strongly active than
piperine when considering tumor cells and sea urchin
eggs, which could justify the higher efficacy of piplartine
in the increase of 5-FU cytotoxicity, even at a concentra-
tion 10 times lower than piperine.

The combination of piplartine, but not piperine, with 5-
FU also increased the in vivo antitumor activity against
sarcoma 180 tumor in mice. These data suggest that
piplartine has different mechanisms from piperine, which
result in a stronger antitumor activity in combination with
5-FU both in vitro and in vivo. Despite stronger in vitro
cytotoxic effects observed with piplartine treatment
compared with piperine, both amides showed similar
antitumor activity in vivo using the sarcoma 180 model
(Bezerra et al., 2006).

According to some authors, the antitumor activity of
piperine is related to its immunomodulatory properties,
which involves the activation of cellular and humoral
immune responses (Sunila and Kuttan, 2004). In fact,
piperine possesses only weak cytotoxic activity (Pradeep
and Kuttan, 2002; Sunila and Kuttan, 2004; Bezerra
et al., 2005), which indicates that its antitumor activity is
not related to direct antiproliferative effects on tumor
cells. In a previous study, it was shown that piperine did
not change the rate of sarcoma 180 cell proliferation, as
observed by the number of Ki67 positive cells (Bezerra
et al., 2006), which reinforces the fact that piperine
activity is not related to a reduction in the tumor prolif-
eration rate. However, its immunomodulatory activity still
remains controversial, since Dogra et al. (2004) demon-
strated that piperine at a dose of 4.5 mg kg™ had a con-
sistent immunosuppressive effect, suppressing the weight
and cell population of spleens in treated animals. In
addition, in a previous work, a reduction of spleen weight

7.0
33
2.7

2.8
3.2
35
6.0
5.4

7.3
6.4
9.3
53
4.5

Monocyte
5.3

429
26.4
21.0°

Neutrophil
16.2
23.0
40.0°
12.9
26.9
18.7
25.6
39.5°
4.3
27.2
24.5

77.52
69.62
52.3¢
69.2

72.6°
65.9

69.0°

55.4¢
78.5
65.9
70.4
67.4
56.8°
53.9*

Differential count of leukocytes (%)
Lymphocyte

Eosinophil
0.98

6.19 + 0.98"¢

5.66 + 0.52
4.25 +£0.43
3.04 +0.23*
6.69 + 0.44
573 £0.77°
5.69 + 0.66
498 £ 0.38°
8.18 £ 0.53"
7.95 +£0.78"
3.32 + 0.42*°
9.65 £ 1.05*
6.74 £ 0.79*
5.79 £ 0.43¢

Total leukocytes
(10%cells pl™")

7.1 £0.65

Platelet
(107cells pl™")
8.91 + 0.47
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8.02 + 0.39
6.98 + 0.45
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8.6 +0.53
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Hemoglobin
(g dI)
14.15 £ 0.41
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12.49 £ 0.53
1434 £ 0.83
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13.02 + 0.32
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1458  0.72
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10
50
50 + 10
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Effect of 5-FU combined with piplartine or piperine on the hematological parameter in peripheral blood from mice transplanted with sarcoma 180
(mg kg™)

* P < 0.05 compared with saline in healthy mice and mice transplanted with sarcoma 180, respectively.

¢ P < 0.05 compared with 5-FU experimental group; ANOVA followed by Bonferroni.

Data are presented as mean = SEM of five animals.

tumor or healthy mice
Mice transplanted with S180

5-FU + Piplartine
Saline

Piperine
5-FU + Piperine
5-FU + Piplartine

Piperine
5-FU + Piperine

10% DMSO

10% DMSO
5-FU

Healthy mice
5-FU

Table 4.
Drug
Saline
Piplartine
Piplartine
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was observed in piperine-treated animals, but only at
100 mg kg™' (Bezerra et al., 2006).

Piplartine, on the other hand, could be considered a
strong cytotoxic alkaloid. These findings suggest that the
presence of two o,f-unsaturated carbonyl moieties is an
important structural requirement for cytotoxic activity
(Duh et al., 1990; Duh and Wu, 1990; Bezerra et al.,
2005).

The liver is the detoxification organ of mammals and
the kidney the most important excretory organ, and both
are susceptible to cancer drugs. Hepatic dysfunction
induced by mithramycin and renal toxicity induced by
docetaxel are such examples (Katzung, 2003). In the
present study, it was shown that amide treatment alone or
in combination with 5-FU did not change the enzymatic
activity of transaminases.

However, histopathological analyses suggested that the
liver is the main organ affected by 5-FU plus piperine
treatment. Ballooning degeneration of hepatocytes accom-
panied by microvesicular steatosis in some areas was
observed in the group treated with piperine in com-
bination with 5-FU, suggesting intrinsic hepatotoxicity.
However, regeneration of hepatic tissues occurs in many
diseases, except in the most deleterious. This occurs even
when hepatocellular necrosis is present, but the con-
junctive tissue is preserved and regeneration is almost
complete (Scheuer and Lefkowitch, 2000; Kumar et al.,
2004). Thus, the hepatic alterations observed after treat-
ment with 5-FU combined with piperine could be consid-
ered reversible (Scheuer and Lefkowitch, 2000; Kumar
et al., 2004; McGee et al., 1992).

Renal parameters were also evaluated in the present
investigation. The histopathological analysis suggested
that the kidney is also a toxicological target for these
amides. This result corroborated a previous study that
showed a reversible renal toxicity induced by piplartine
(Bezerra et al., 2006). However, blood urea was not
raised after amide treatment alone or when combined
with 5-FU. The kidney eliminates waste products of
metabolism from the body. In renal failure, therefore,
other waste products accumulate, particularly nitrogenous
substances such as non-protein nitrogen, urea and uric
acid. It has been reported that the non-protein nitrogen
level is elevated in those conditions when blood urea is
also increased (Varley et al., 1980). On the other hand,
blood urea is increased only after a long time after the
renal alteration, which may explain why the amide treat-
ment did not induce any blood urea alteration.

Apart from hepatotoxic and nephrotoxic effects, anti-
cancer drugs also produce delayed hematopoietic depres-
sion, as observed in treatment with methotrexate and
5-FU (Katzung, 2003). In fact, most chemotherapeutic
drugs, including 5-FU, are immunosuppressive because
they kill many normal cells as well as tumor cells
(Takiguchi et al., 2001) and have negative side effects.
One of the risks of radiation and chemotherapy in the

Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.

treatment of cancer patients is the development of
leukopenia, which substantially increases the risk of
infections. Leukopenia was observed with sole 5-FU
treatment, which was prevented by the association with
piplartine, but not piperine, indicating a protective effect
of piplartine against delayed hematopoietic depression
induced by 5-FU. The combination of piplartine and 5-
FU did not lead to substantial changes in biochemical,
hematological and histopathological parameters. It is
possible that this combination augments the antitumor
activity without augmenting side effects, and, moreover,
it could even attenuate 5-FU toxicity. Moreover, colony-
stimulating factor (CSF) produced by tumor cells in
sarcoma 180, increases the number of circulating periph-
eral polymorphonuclear cells (PMN) (Okawa et al.,
1992). The results demonstrated that sarcoma 180 tumor
significantly modifies these leukocyte parameters.
Piplartine and piperine not only appear to contain the
tumor, but also normalize the leukocyte proportions,
compensating the effects of the disease.

In addition, the spleen weights of animals treated with
5-FU was significantly lower than in the control group,
which also indicated an immunosuppressive side effect of
5-FU. Nevertheless, when the mice transplanted with
tumor sarcoma 180 were treated with combined 5-FU and
piplartine, but not 5-FU and piperine, their spleen weights
were not decreased when compared with the control
group.

Finally, the combination of 5-FU with piplartine did
not severely change the biochemical, hematological or
histopathological parameters examined. These findings
suggest that piplartine not only possesses in vitro and
in vivo antitumor effects, but can also increase the
antitumor activity of chemotherapeutic drugs. It is pos-
sible that this combination augments the antitumor activ-
ity of 5-FU and also decreases side effects.
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Abstract

The genus Piper belongs to the Piperaceae family, and includes species of commercial and medicinal importance. Chemical studies on Piper
species resulted in the isolation of several biologically active molecules, including alkaloid amides, such as piplartine. This molecule, isolated
from Piper tuberculatum, has significant cytotoxic activity against tumor cell lines, and presents antifungal, anti-platelet aggregation, anxiolytic,
and antidepressant effects. In order to understand the biological properties of piplartine, this study investigated the genotoxicity and the induction
of apoptosis by piplartine in V79 cells and its mutagenic and recombinogenic potential in Saccharomyces cerevisiae. Piplartine induced dose-
dependent cytotoxicity in S. cerevisiae cultures in either stationary—or exponential growth phase. In addition, piplartine was not mutagenic when
cells were treated during exponential-growth phase and kept in buffer solution, but it increased the frequencies of point, frameshift, and forward
mutations when cells were treated in medium during growth. Piplartine treatment induced DNA strand breaks in V79 cells, as detected by neutral
and alkaline comet assay. In cell cycle analysis, piplartine induced G2/M cell cycle arrest, probably as a consequence of the DNA damage induced
and repair. Moreover, piplartine treatment induced apoptosis in a dose-dependent manner, as observed by a decrease in mitochondrial membrane
potential and an increase in internucleosomal DNA fragmentation. These data suggest that the DNA damage caused by piplartine induces G2/M
cell cycle arrest, followed by apoptosis. Moreover, we suggest that cells surviving piplartine-induced DNA damage can accumulate mutations,
since this alkaloid was mutagenic and recombinogenic in S. cerevisiae assays.
© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Focus on plant research has recently increased all over the
world, and a large body of evidence has been collected to
show the immense potential of medicinal plants used in tra-
ditional medicine. Several medicinal plants have been identified
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and studied using modern scientific approaches, revealing their
potential use in pharmacology [1,2].

The genus Piper belongs to the Piperaceae family and
includes more than 1000 species widely distributed through-
out the tropical and subtropical regions of the world. Members
of the Piper genus are of commercial, economical and medic-
inal importance. Economically, the plants of this family are
employed in the production of pepper in worldwide spice mar-
kets [3]. Piper species also are important medicinal plants
used in Chinese medicine, in the Indian ayurvedic system
and in folk medicine practices of Latin America and West
Indies. They are applied to treat asthma, bronchitis, fever,
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hemorrhoidal afflictions, gastrointestinal diseases, and rheuma-
tism, and the preparations obtained from these plants have
shown anti-inflammatory, insecticidal, anti-hypertensive, anti-
diabetics, immunomodulatory and antimutagenic effects [3—6].

Chemical studies on Piper species resulted in the isolation of
several biologically active natural products, such as pyrones,
lignanes, neolignanes, terpenes, propenylphenols, chalcones,
flavones, benzopyranes, chromenes, lactones, and amides [3].
The amide alkaloids, known as alkamydes, are characteristic
metabolites of this family, and are classified as isobutyl, pir-
rolydine, pirydonil, and pyperidines with various biological
effects [7-9]. Indeed, the pharmacology of the these alka-
mides revealed interesting molecules with hormone-modulating
[10], anticancer [11-15], anti-hypertensive [16], antioxidant
[9,17], anti-lipidemic [18], enzyme-inhibiting [19], anxiolytic
and antidepressant [8], as well as anti-inflammatory effects
[20,21]. However, it was shown that some alkamides potenti-
ate benzo(a)pyrene-induced DNA damage [22], have neurotoxic
properties [23], and generate oxidative stress by changing thiol
cellular status [24].

Piplartine  (5,6-dihydro-1-[1-0x0-3-(3,4,5-trimethoxyphe-
nyl)-2-propenyl]-2(1H) pyridinone) (Fig. 1) is an amide alka-
loid component of Piper species. This secondary metabolite has
significant cytotoxic activity against tumor cell lines, especially
human leukemia cell lines, such as HL-60, K562, Jurkat, and
Molt-4, as well antifungal, anti-platelet aggregation, anxiolytic
and antidepressant properties [8,25-27].

In order to further understand the biological properties of
piplartine, this study aimed at investigating the genotoxic poten-
tial and the induction apoptosis in cultured mammalian cells by
this molecule, employing a permanent cell line derived from
Chinese hamster lung fibroblasts (V79 cell line), as well as its
mutagenic and recombinogenic potential in the simple eukaryote
Saccharomyces cerevisiae. This information is very important
for the evaluation of the safety of this compound for possible
future pharmacological applications, and to explore the possible
mechanisms underlying its antiproliferative effects.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Yeast extract, yeast nitrogen base, bacto-peptone, and bacto-agar were
obtained from Difco Laboratories (Detroit, MI, USA). Dulbecco’s modified

H,CO
OCH,
Piplartine

Fig. 1. Chemical structure of piplartine {5,6-dihydro-1-[1-0x0-3-(3,4,5-
trimethoxyphenyl)-2-propenyl]-2(1H)-pyridinone}.

Eagle Medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), trypsin-EDTA, L-glutamine,
and antibiotics were purchased from Gibco BRL (Grand Island, NY, USA).
Acridine orange (AO), ethidium bromide (EB), rhodamine 123, propidium
iodide, methyl methanesulphonate (MMS), 4-nitroquinoline-N-oxide (4-NQO),
amino acids (L-histidine, L-threonine, L-methionine, L-tryptophan, L-leucine,
L-lysine) and nitrogen bases (adenine and uracil) were obtained from Sigma
(St. Louis, MO, USA). Low-melting point agarose and agarose were obtained
from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Canavanine and cycloheximide were
purchased from Calbiochem (CA, USA). All others reagents were of analytical
grade.

2.2. Piplartine isolation and identification

The roots of Piper tuberculatum were harvested in September, 2004, from
a wild population in the Pici Campus of Federal University of Ceara, Fortaleza,
Ceard, Brazil. A voucher specimen (# 34736) was deposited at Prisco Bezerra
herbarium (EAC), Biology Department, Universidade Federal do Ceara. A total
weight of 420.0 g of ground roots of P. tuberculatum were macerated with a
mixture of petroleum ether/ethyl acetate 1:1 (1.5L) for 24h (3x). The sol-
vent mixture was evaporated under reduced pressure to yield a yellowish solid
(13.24 g), which gave the first crop of piplartine (4.35 g, Fig. 1) after crystal-
lization with hot methanol. Piplartine was characterized by 1D and 2D NMR
(nuclear magnetic resonance) analyses and melting point determination [28].

2.3. Strains and media for yeast assays

The relevant genotypes of S. cerevisiae strains used in this study are listed
in Table 1. Media, solutions and buffers were prepared as previously described
[29]. The complete medium (YPD), containing 0.5% yeast extract, 2% peptone,
and 2% glucose was used for routine growth. Minimal medium (MM) contained
0.67% yeast nitrogen base without amino acids, 2% glucose and 2% bacto-agar.
The synthetic complete medium (SC) consisted of MM supplemented with 2 mg
adenine, 2 mg arginine, 5 mg lysine, 1 mg histidine, 2 mg leucine, 2 mg methio-
nine, 2 mg uracil, and 2 mg tryptophan per 100 mL MM. For plates, the medium
was solidified with 2% bacto-agar. For determination of forward mutagenesis in
strain N123, plates lacking arginine were supplemented with 60 pg/mL cana-
vanine (SC + can). For mutagenesis in strain XV185-14c, the omission media,
lacking lysine (SC-lys), histidine (C-his) or homoserine (SC-hom), were supple-
mented with 0.1 mg lysine, histidine, or methionine, respectively, per 100 mL
omission medium. For recombinogenesis, leucine was omitted from the syn-
thetic medium (SC-leu), or supplemented with 200 pg cyclo-heximide (SC-cyh)
per 100 mL SC.

2.4. Yeast growth

Stationary-phase cultures were obtained by inoculating an isolated colony
into liquid YPD medium, and incubation at 30 °C for 48 h with aeration by
shaking. Cultures were grown to 1-2 x 108 cell/mL. Exponential phase cul-
tures (1-2 x 107 cell/mL) were obtained by inoculating 5 x 10° cells/mL of the
stationary-phase YPD culture in fresh YPD medium at 30 °C for 3—4 h. Cells
were harvested and washed twice with saline solution (%)). Cell concentration
and percentage of budding cells in each culture were determined in a Neubauer
chamber by microscope counts.

Table 1

Saccharomyces cerevisiae strains used in this study.

Strain Genotype Source

XV185-14c Mato ade2-2 arg 4-17 hisl-7 R.C. Von Borstel
lys1-1 trp5-48 hom3-10

N123 MATa hisl-7 J.A.P. Henriques

XS2316 MATa/ao ADE6/ade6 1. Machida; S. Nakaia
leul-1/leul-12 trp5-48/TRP5;
CYH2/cyh2 MET13/metl3

LYS5/lys5-1 his-1/hisI-1
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2.5. Survival assays

The relative sensitivity of S. cerevisiae strain XV185-14c to piplartine
was assayed by suspending 2 x 108 cells/mL of stationary- or exponential-
phase cultures in 1 mL phosphate-buffered saline solution (PBS; Na;HPOy4, and
NaH;POy4; 20 mM; pH 7.4), containing different piplartine concentrations, and
incubation with aeration by rotary shaking at 30 °C for 3 h. In order to determine
colony-forming ability, suitable aliquots were plated on YPD. Plates were incu-
bated at 30 °C for 3-5 days before the surviving colonies were counted. Assays
were repeated at least three times, and plating was carried out in triplicate for
each dose.

2.6. Detection of piplartine-induced reverse, frameshift, and
forward mutation in yeast

XV-185-14c and N123 haploid strains were used to test piplartine muta-
genicity. A suspension of 2 x 108 cells/mL of stationary or exponential phase
was incubated with different piplartine concentrations in PBS at 30°C for
3h. To test the relative piplartine sensitivities during growth 5 x 10° cells/mL
from a exponential growing was treated in YPD medium with aeration by
rotatory shaking at 30 °C for 3h. Survival was determined in SC (2-3 days,
30 °C), and mutation induction (HIS, LYS, HOM revertants, or CAN mutants)
in appropriate supplementation media (4-5 days, 30°C). While his/-7 is a
non-suppressible missense allele, and reversions result from mutations at the
locus itself [30], lysI-1 is a suppressible ochre nonsense mutant allele, which
can be reverted either by locus-specific or forward mutation in a suppressor
gene [31,32]. True reversions and forward (suppressor) mutations at lysi-
I locus was differentiated according to [33], with reduced adenine content
of SC-Lys medium showing true reversions as red colonies, and suppressor
mutations as white colonies [34]. The hom3-10 mutant allele of XV185-
14c haploid strain was used to detect putative frameshift mutagenesis. It is
believed that hom3-10 contains a frameshift mutation due to its response
to several diagnostic mutagens [32]. Forward mutation was measured by
canavanine resistance assay (CANI — canl). Wild-type yeast strains express
arginine transporter, which also internalize canavanine, a toxic analogue of
arginine, leading to cell death. Changes in CANI gene that impair Canlp func-
tion may increase cell survival in the presence of canavanine. Assays were
repeated at least three times, and plating was performed in triplicate for each
dose.

2.7. Detection of induced mitotic recombination in yeast

Suspensions of cells in exponential growth phase (2 x 107 cells/ml) were
incubated in PBS at 30 °C for 3 h with different piplartine concentrations. When
testing piplartine during growth phase, 5 x 10° cells/ml were treated in YPD
as described in Section 2.6. After treatments, cells were diluted in saline solu-
tion, plated on three different media (SC, SC-leu, and SC + cyh), and incubated
at 30 °C for 3-10 days. Colonies grown on SC medium yielded cell survival
data, and colonies grown on SC-leu and SC+cyh were scored for intragenic
recombination (gene conversion) and intergenic recombination (crossing-over),
respectively.

In order to measure the exact frequency of reciprocal crossing-over, it was
necessary to eliminate the possibility that some cycloheximide-resistant colonies
had resulted from reversion at the CYH?2 locus, as well as from chromosome VII
monosomy. For this purpose, cycloheximide-resistant colonies were replica-
plated on a series of plates with SC-lys, SC-met, and SC-ade media in order to
screen cyh2 markers. Assays were repeated at least three times, and plates were
performed in triplicate for each dose.

2.8. V79 cell culture and treatment

Chinese hamster lung fibroblast cells (V79 cells) were cultured under
standard conditions in DMEM supplemented with 10% heat-inactivated-FBS,
0.2mg/mL L-glutamine, 100 IU/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin.
Cells were kept in tissue-culture flasks at 37 °C in a humidified atmosphere,
containing 5% CO; in air, and were harvested by treatment with 0.15%
trypsin—0.08% EDTA in phosphate-buffered saline solution (PBS).

2.9. Cytotoxicity evaluation by colony-forming ability (clonal
survival)

Exponentially growing V79 cells were treated according to the experi-
mental protocol, after which they were trypsinized, and 500 cells/60 mm dish
were seeded in triplicate in order to determine their colony-forming ability.
An aliquot of piplartine stock solution was thawed, diluted, and used for the
treatment of attached cells (3h). After 5-10 days incubation, colonies were
fixed with methanol and acetic acid (3:1), stained with crystal violet (1%),
counted, and their survival was calculated as a percentage relative to the control
treatment.

2.10. Comet assay

Alkaline Comet assay was performed as described by Singh et al. [20,35],
with minor changes. Cells were seeded (3 x 10° cells) in 5 mL complete medium
in a 25-cm? flask, and grown for 1 day up to 60-70% confluence before treat-
ment with the test substance. Piplartine added to FBS-free medium to obtained
the different concentrations proposed, and the cells were treated at 37 °C for
3h in humidified atmosphere, containing 5% CO,. At the end of the treat-
ment, cells were washed with ice-cold PBS, and trypsinized with 100 pL trypsin
(0.15%). Immediately thereafter, 20 L of cell suspension (~10° cells/mL) were
dissolved in 0.75% low melting point agarose [36], and spread on regular pre-
coated agarose-point (1%) microscope slides. Cells were ice-cold lysed (2.5 M
NaCl, 100 mM EDTA, and 10 mM Tris, pH 10.0, with freshly added 1% Triton
X-100 and 10% DMSO) at 4 °C for at least 1h in order to remove cellular proteins
and membranes, with DNA remaining as “nucleoids”. Slides were then placed
in a horizontal electrophoresis box, containing freshly prepared alkaline buffer
(300 mM NaOH and 1 mM EDTA, pH ~13.0) at4 °C for 20 min in order to allow
DNA unwinding. A 300 mA and 25V (0.90 V/cm) electric current was applied
for 20 min to perform DNA electrophoresis. The assay at pH 8.5 was carried out
following essentially the same procedure as the alkaline version except for the
pH value. In the neutral version, electrophoresis was run in buffer consisting of
100 mM Tris and 300 mM sodium acetate at pH 8.5 [37]. Electrophoresis was
conducted for 60 min, after a 60 min equilibrium period in neutral electrophore-
sis buffer, at 12mA and 14V (0.5 V/cm). All the above steps were performed
under yellow light or in the dark in order to prevent additional DNA damage.
Slides were then neutralized (0.4 M Tris, pH 7.5), stained with silver nitrate as
described by Nadin et al. [38], and analyzed using an optic microscope. One
hundred cells (50 cells from each of two replicate slides of each organ or tissue)
were selected, and analyzed for DNA migration. When selecting cells, edges
and cells around air bubbles were disconsidered [39]. Cells were visually scored
according to tail length into five classes: (1) class 0: undamaged, with no tail;
(2) class 1: with tail shorter than the diameter of the head (nucleus); (3) class 2:
with tail as long as 1-2x the diameter of the head; (4) class 3: with tail longer
than 2 x the diameter of the head; and (5) class 4: comets with no heads. Inter-
national guidelines and recommendations for the comet assay visual scoring
of comets consider as a valid evaluation method [35,39,40]. A value (damage
index) was assigned to each comet according to its class. Damage index (DI)
is an arbitrary score calculated for cells in different damage classes, which are
visually scored by measuring DNA migration length and the amount of DNA in
the tail. Damage frequency (DF) is the proportion of cells presenting tails after
electrophoresis, and this was also considered in our analyses. DI ranges from 0
(no tail: 100 cells x 0) to 400 (with maximum migration: 100 cells x 4) [35,39].
Damage frequency (%) was calculated based on number of cells with tails as
compared with those with no tail. Results are expressed as mean and standard
deviation of three independent experiments.

2.11. Flow cytometry and morphological analyses of treated V79
cells

V79 cells (2 x 107 cells/mL) were seeded on 6-well tissue culture plates,
and grown for 1 day before treatment with the tested substances. Piplartine was
added at the concentrations of 5 and 10 pwg/mL. The negative control was treated
with DMSO and with doxorubicin (1.0 pg/mL) as positive control. Cells were
incubated at 37 °C for 3 h in humidified atmosphere containing 5% CO, after
which the following analyses were performed.
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2.12. Cell cycle distribution and internucleosomal DNA
fragmentation analysis

Cell cycle distribution determination and internucleosomal DNA fragmen-
tation analysis followed the procedure described by [41]. Briefly, V79 cells
were incubated at 37°C for 3h in the dark, in a lysis solution contain-
ing 0.1% citrate, 0.1% triton X-100, and 50 (g/mL propidium iodide. Cell
fluorescence was determined by flow cytometry in a Guava® EasyCyte™
Mini System cytometer (Guava Technologies Inc. Industrial Blvd. Hayward,
CA, USA), using the CytoSoft 4.1 software. Five thousand events were
evaluated per experiment, and cellular debris was omitted from the analy-
sis.

2.13. Measurement of mitochondrial transmembrane potential

Mitochondrial transmembrane potential was determined by rhodamine 123
dye retention using flow cytometry, as previously described. Cells were washed
with PBS, incubated with rhodamine 123 (5 pg/mL) at 37°C for 15min in
the dark and washed twice. Cells were incubated again in PBS at 37 °C for
30 min in the dark, and fluorescence was measured. Five thousand events were
evaluated per experiment, and cellular debris was omitted from the analy-
sis.

2.14. Morphological analysis with hematoxylin—eosin staining

Morphological changes of untreated or piplartine-treated V79 cells were
examined under light microscopy. In order to evaluate nuclear morphology,
cultured cells were harvested, transferred to cytospin slides, fixed with methanol
for 30s and stained with hematoxylin—eosin [26].

2.15. Morphological analysis with fluorescence microscope

After incubation, treated and untreated V79 cells were harvested and
re-suspended in 25 pL PBS. Then, 1 pL acridine orange/ethidium bromide
(AO/EB, 100 pg/mL) aqueous solution was added, and cells types were observed
under fluorescence microscope. Three hundred cells were counted per sample
and were classified as viable cells, apoptotic cells, or necrotic cells [26].

2.16. Statistical analysis

All experiments were independently repeated at least three times, with trip-
licate samples for each treatment. Results are expressed as mean £ S.D. Data
were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) and means com-
pared using the test of Tukey test, with P <0.05 considered as statistically
significant.

3. Results
3.1. Cytotoxic and mutagenic effects in yeast

Piplartine induced dose-dependent cytotoxic effects both in
stationary and exponential phase cultures of the haploid yeast
S. cerevisiae. However, this effect was more pronounced in
exponentially growing cells (Fig. 2). Therefore, we chosed sub-
cytotoxic concentrations of this alkaloid (ranging from 10 to
100 pwg/ml) in the experiments carried out to verify its muta-
genic effect on the studied strains of S. cerevisiae. Piplartine
did not induce mutagenic effects on S. cerevisiae N123 and
XV185-14c strains in stationary phase (data not shown). When
cells were treated in exponential phase, mutant frequencies of
piplartine for the his! locus were significant only at higher con-
centrations, while the mutant frequencies for lysl, hom3 loci
and forward mutation were not significant in the same doses

100
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Fig. 2. Sensitivity to piplartine of XV185-14c haploid strain treated during
stationary-growth phase (solid circle) and exponential-growth phase (open cir-
cle) in PBS after 3 h of treatment.

(Tables 2 and 3, upper panel). However, in cultures treated
during growth phase in YPD medium, mutation frequencies at
hom3 and lysl loci were significant at higher concentrations,
and mutation frequency at his/ locus was significant at almost
every applied concentration (Table 3, lower panel). Under the
same conditions, higher concentrations of piplartine induced for-

Table 2
Induction of forward mutation (canl/) in haploid N123 strain of S. cerevisiae
after piplartine treatment

Agent Treatment (pg/mL) Survival (%) Can/107 survivors?
Exponential cells treated in PBS
Ncb 0 100 (321)¢ 3.03 £ 0.22°
4NQO* 0.5 55.09 (177) 17.36 £ 1.41%%*
Piplartine 10 94.70 (304) 3.61 £0.27
25 90.87 (292) 395 £ 0.16
50 81.21 (261) 472 £0.2
100 69.70 (224) 6.1 + 0.28
25 90.87 (292) 395 £ 0.16
Cells treated during growth in YPD
Ncb 0 100 (250) 4.01 £0.35
4NQO*¢ 0.5 48.06 (120) 26.68 £ 0.44%***
Pi . 10 83.55 (208) 5.27 £ 0.50
iplartine
25 72.61 (181) 7.16 £ 0.77*
50 69.57 (173) 9.22 + 1.06**
100 60.18 (150) 13.94 £ 1.63%%*

*Significant difference as compared to negative control group at P <0.05;
**P<0.01; ***P <0.001/one-way ANOVA Tukey’s multiple comparison test.
# Locus-specific revertants.
b Negative control (solvent).
¢ Positive control.
4 Number of colonies.
¢ Mean and standard deviation of three independent experiments.
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Table 3

Induction of point mutation (hisI-7), ochre allele (lys-1), and frameshift (hom3-10) mutation in haploid XV 185-14c strain of S. cerevisiae after piplartine treatment

Agent Treatment (ug/mL) Survival (%) His/107 survivors? Lys/ 107 survivors® Hom3/107 survivors?
Exponential cells treated in PBS
NC* 100 (124)° 12.39 + 1.63 1.87 £ 0.46 2.16 £ 0.57°
4ANQO4 0.5 58.51(72) 114.25 £ 1.92%#* 41.17 £ 4.85%%** 21.07 £ 1.37%**
pi . 10 96.54 (120) 11.09 + 0.34 1.52 + 0.15 1.67 £ 0.10
iplartine
25 86.74 (102) 13.92 £+ 0.65 2.16 £ 0.51 2.16 £ 0.51
50 80.78 (100) 14.98 + 1.47 2.93 +0.99 1.98 + 1.00
100 75.20 (93) 16.06 £ 1.77* 357 £1.19 3.58 £ 0.70
Cells treated during growth in YPD
NCe 100 (382) 9.88 + 1.27 7.33 £ 0.10 427 + 0.76
4NQO4 0.5 45.23 (172) 56.92 + 3.54%%* 50.36 + 5.12%** 22.10 £ 2.01%**
Piplartine 10 89.95 (343) 22.67 + 1.88%* 11.61 + 2.36 5.03 £ 0.51
25 84.78 (323) 22.07 £ 0.91%%* 13.78 + 1.33* 546 £ 0.5
50 58.09 (222) 26.51 £ 1.3]%** 18.15 + 0.63%** 8.41 £ 1.06%**
100 47.17 (180) 30.56 £ 1.65%** 20.93 + 1.71%%* 10.0 & 0.95%*

*Significant difference as compared to negative control group at P <0.05; **P <0.01; ***P <0.001/one-way ANOVA Tukey’s multiple comparison test.

? Locus-specific revertants.

b Locus non-specific revertants (forward mutation).

¢ Negative control.

4 Positive control.

¢ Number of colonies.

f Mean and standard deviation of three independent experiments.

ward mutation in the evaluated yeast strains (Table 2, lower
panel).

3.2. Recombinogenic effects on yeast

The recombinogenic effect of piplartine on exponential-
growth diploid cultures maintained under either growth or
non-growth conditions were investigated (Table 4). Piplartine
induced statistically significant recombinogenic events on cells
in PBS only at higher concentrations (upper to 25 pg/mL). A

Table 4

significant crossing-over and gene conversion induced by piplar-
tine was observed both in PBS and in growing cultures at all
concentrations.

3.3. Cytotoxicity in V79 cells

Dose-dependent changes in the viability of piplartine-treated
cells were evaluated based on their effects on cell growth.
Results presented in Fig. 3 indicated that, in concentrations
up to 20 pwg/mL, this alkamide exerts cytotoxic effect in a

Induction of crossing-over (+/cyh2) and gene conversion (leul-1/leul-12) in diploid XS2316 strain of S. cerevisiae after piplartine treatment

Agent Treatment (pg/mL) Survival Crossing-over/10° survivors Gene conversion/10° survivors
Exponential cells treated in PBS
NC? 100 (473)° 11.31 & 1.58¢ 2.66 + 0.559
4NQO® 0.5 45.44 (215) 86.73 £ 1.82%%* 44.19 £ 2.82%**
Pi . 10 83.23 (394) 14.67 £+ 2.02 435 +£0.52
iplartine
25 79.81 (378) 19.39 £ 1.38* 5.38 £ 0.03*
50 76.12 (361) 25.30 £ 0.47** 6.15 £+ 0.74*
100 63.01 (298) 30.29 £+ 1.82%** 6.63 £ 0.58%*
Cells treated during growth in YPD
NC? 100 (782) 30.08 £ 1.71 3.79 £0.12
4NQO® 0.5 44.43 (347) 101.74 £ 5.89%%** 32.01 £ 2.21%**
Pi . 10 87.85 (687) 46.95 + 1.52%* 5.77 £ 0.30%*
iplartine
25 83.71 (655) 51.51 £ 2.01%* 6.38 £ 0.19*
50 79.84 (624) 5272 £ 1.57** 6.99 £ 0.30%*
100 66.55 (520) 60.76 £ 5.63%** 9.48 £ 0.36%*

*Significant difference as compared to negative control group at P <0.05; **P <0.01; ***P <0.001/one-way ANOVA Tukey’s multiple comparison test.

4 Negative control.

b Positive control.

¢ Numbers of scored colonies.

4 Mean and standard deviation of three independent experiments.
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Fig. 3. Clonogenic survival of V79 cells after exposure to piplartine for 3 h.

dose-responsive manner. Piplartine reduced relative survival at
40 pg/mL to 7%.

3.4. DNA damaging effects in V79 cells

For quantification purposes and to support the observations
above, single-cell electrophoresis (comet assay) was used. In this
assay, fragmented DNA migrate through permeabilized nuclear
membranes, as well as through plasmatic membranes, producing
a “tail” from the nuclear head. Single-strand and double-strand
break (DSB) induction in V79 cell line using both the alka-
line and the neutral versions of the comet assay was analyzed.
Table 5 shows the effects of piplartine on DI and DF, as mea-
sured by DNA damage in V79 cells, according to the comet

Table 5
Induction of DNA strand breaks by piplartine in V79 cells as evaluated by the
Comet assay

Agent Treatment (ng/mL) Damage index® Damage frequency (%)°
Alkaline conditions (pH ~ 13.0)
NC? 26.75 £ 3.68 23.66 £ 4.04
MMSP 40 225.5 £ 9.20%%*% 93.33 4 3.78%**
. . 1.0 39.75 £ 6.70 26.00 £ 3.91
Piplartine . .
2.5 92.75 £ 6.13**  48.25 + 6.18%*
5.0 134.0 £ 6.97%** 63.25 & 2.06%***
10.0 181.0 £ 8.16%** 77.00 £ 5.59%**
Neutral conditions (pH ~ 8.0)
NC? 10.75 £ 7.54 7.5 £ 0.57
MMSP 441 95.46 £ 2.93%*%%  50.0 £ 2.30%**
. . 1.0 2275 £2.62%¥*%  20.01 & 5.71%%*
Piplartine
2.5 38.75 £ 2.5%** 2725 4+ 2.62%**
5.0 64.00 £ 3.16%** 38.00 £ 3.36%**
10.0 101.5 £ 9.67#** 5525 £ 2.50%**

*Significant difference as compared to negative control group at P<0.05;
**P<0.01; ***P <0.001/0One-way ANOVA Tukey’s multiple comparison test.

2 Negative control (solvent).

b Positive control.

¢ Means value and standard deviation obtained from an average of 100 cells
per experiment—total of three experiments per dose for each substance.

assay. Piplartine clearly resulted in a significant increase in DI
and DF means as compared to the control groups, to the alkaline
version at concentrations up to 2.5 wg/mL and to neutral version
at all concentrations. In addition, this increase in damage score
occurred in a dose-related manner. Therefore, it is possible to
infer that piplartine mainly induces DNA DSBs, as significant
double-strand breaks were quantitatively evident in V79 cells
(Table 5, lower panel).

3.5. Cell cycle profile evaluation and determination of
apoptosis induction

The results of the effect of piplartine on cell cycle distribu-
tion showed that total number of G1 cells decreased, and G2/M
cell number increased, indicating cell cycle arrest during this
phase (Table 6). The percentage of G2/M cells was 22.85% in
the control treatment, and this percentage increased with piplar-
tine treatment, achieving 28.51% at 5 pg/mL and 26.97% at
10 wg/mL. These results indicate that piplartine treatment causes
G2/M arrest in V79 cells. In addition, the percentage of cells
presenting internucleosomal DNA fragmentation also increased
after piplartine treatment (Fig. 4A), suggesting that cells arrested
in G2/M had undergone apoptosis.

Fig. 4B shows that the treatment of V79 cells with piplar-
tine caused mitochondrial membrane potential loss, as flow
cytometry analysis determined that piplartine treatment induced
significant increase in cells with depolarized mitochondria as
compared to control cells, as measured by rhodamine-123 incor-
poration. These data confirm that piplartine induces apoptosis
in V79 cells.

Morphological examination of treated and untreated V79
cells revealed drug-mediated changes. At both studied con-
centrations, piplartine induced chromatin condensation and
morphological changes consistent with apoptosis when evalu-
ated under light microscopy (Fig. 5C and D). Morphology of
treated cells was also analyzed using AO/EB staining for fluo-
rescent microscopy, and the percentages of viable, apoptotic and
necrotic cells were calculated. Uniformly green live cells with
normal morphology were observed in V79 control groups, with
more than 90% of cells counted. After treatment of V79 cells
with piplartine for 3 h, an increasing number of apoptotic cells
was observed (Fig. 6).

4. Discussion

Alkaloids are considered an important class of natural
products capable of interacting with DNA and other cellular
components, leading to a wide spectrum of DNA lesions, includ-
ing lethal cell damage, DNA strand breaks, and chromosomal
aberrations [3,42-51]. The present study clearly indicates that
piplartine, an amide alkaloid present in the roots of P. tubercu-
latum, possesses DNA damaging potential in V79 cells, using
two versions of comet assay, as well as mutagenic and recom-
binogenic effects on yeast.

The cytotoxic effects of piplartine on S. cerevisiae depend on
the growth phase and the drug concentration. Piplartine induced
mild cytotoxic effect on cultures of cell during stationary-growth
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Table 6
Effect of piplartine on cell cycle distribution in V79 cells as determined by flow cytometry
Drug Concentration (pg/mL) Cell cycle phase (%)
Go/G S Go/M

Negative Control® - 48.97 £+ 1.18° 21.97 £ 0.81°¢ 22.85 £ 0.91¢
Doxorubicin® 1.0 47.64 £ 1.52 23.32 £ 0.45 13.51 £ 1.10*
Piplartine 5.0 38.94 + 1.68* 23.74 £ 1.24 28.51 + 0.94*

10.0 38.31 & 3.34* 22.85 £ 1.59 26.97 £ 0.36*

*Significant difference as compared to negative control group at P <0.05/one-way ANOVA Tukey’s multiple comparison test.

2 Negative control (solvent).
b positive control.

¢ Data are presented as mean values & S.D. of three independent experiments performed in triplicate. Five thousand events were analyzed in each experiment.

phase (Fig. 2a). In contrast, this compound promoted cyto-
toxic effect both on haploid (Fig. 2, Tables 2 and 3) and on
diploid (Table 4) cells in exponential-growth phase cultures
at the highest employed concentrations (50 and 100 pg/mL)
either in PBS or under culture conditions. In addition, piplar-
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Fig. 4. Effect of piplartine on V79 cells after 3 h of incubation as measured by
flow cytometry. Panel A, internucleosomal DNA fragmentation was determined
using propidium iodide. Panel B, effect of piplartine in V79 cell mitochondrial
transmembrane potential as determined by flow cytometry using rhodamine 123.
Negative control (NC) was treated with solvent. Doxorubicin (1.0 pg/mL) was
used as positive control (DOX). Data are presented as mean values &= S.D. of
three independent experiments performed in triplicate. Five thousand events
were analyzed in each experiment. *P<0.05 as compared to the control by
one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison test.

tine was weakly mutagenic when cells were treated during
exponential-growth phase in PBS (Tables 2 and 3, upper panel),
but it increased the frequencies of point, frameshift, and for-
ward mutations when cells were treated in medium during
growth (Tables 2 and 3, lower panel). Hence, piplartine tox-
icity may be linked, at least in part, to its ability to directly
interact with DNA, because these cytotoxic and mutagenic
effects are verified mainly during growth, when the DNA is
more accessible. In addition, it is possible that piplartine can
be metabolized into one or more genotoxic compounds by
metabolic activation, since cells in exponential growth phase are
metabolically active. Consistent with this hypothesis, piplartine
induced recombinational events, mainly crossing over (Table 4),
probably as consequence of DNA breaks. Similarly, alkaloids
from Porcelia macrocarpa branches can cause DNA damage
in S. cerevisiae [49]. The beta carbolinic alkaloids harman and
harmine also show cytotoxic, mutagenic, and recombinogenic
effect in yeast strains [43,48]. Oxoaporphine, a Piper cani-
nun alkaloid, induced DNA damage in the yeast S. cerevisiae
lacking DNA repair pathway by homologous recombination
[3].

Piplartine treatment induced DNA damage in V79 cells, as
detected by neutral and alkaline comet assay. We found that
DNA DSB, as detected by neutral comet assay, was signifi-
cantly higher in V79 cells following exposure to this substance
(Table 5). Several alkaloids have direct impact on DNA in mam-
malian cells, mainly by intercalant effects [3,50—54]. Similarly,
it was recently shown that sanguinarine, which is present in
argemone oil, causes DNA damage in whole blood cells in vitro
[50]. Cryptolepine has DNA damaging properties, as verified by
comet assay, and it is mutagenic at high concentrations in V79
mammalian cells [51].

In our cell cycle profile analysis, piplartine induced G2/M cell
cycle arrest (Table 6), probably as a consequence of DNA dou-
ble strand breaks generation and repair. DNA damage response
checkpoints were identified at the G1/S and G2/M boundaries,
as well during S phase and potentially in mitosis; however,
G2/M arrest is characteristic of agents that induce DSB [55,56].
Therefore, cell cycle distribution profile results support the con-
clusions obtained in the comet assay, and could indicate that
the cytotoxic effect is linked to apoptotic cell death. Similarly,
cryptolepine, swainsonine, ellipticine, and tetrandine induce
G2/M phase block in cancer cultured cells [57-60]. In con-
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Fig. 5. Microscopic analysis of hematoxylin/eosin-stained V79 cells. Cells were untreated (A); treated with doxorubicin (1.0 pwg/mL (B) positive control), treated
with piplartine at 5.0 wg/mL (C) or at 10.0 pg/mL (D), and analyzed under light microscopy (400x ). White arrows indicate vacuolization, and black arrows indicate

chromatin condensation.

trast, sanguinarine- and berberine-treated cells extend GO/G1
cell cycle arrest [61,62].

The extension of DNA damage induced by piplartine may
trigger repair mechanisms and subsequent cell death or muta-
genic/recombinogenic events if cell repair fails [63,64]. This is
supported by our results, which showed piplartine to be cytotoxic
and genotoxic to V79 cells, and mutagenic/recombinogenic
to yeast. Thus, it is possible that its cytotoxicity to several
cancer cell lines in vitro [25,26] is partially due to its DNA
damaging effects, since DNA damage is a potent stimulus to
apoptotic cell death [65,66]. This lead us to evaluate the nature
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Fig. 6. Effect of piplartine on DNA nuclear fragmentation in V79 cells after 3h
incubation and staining with acridine orange and ethidium bromide (AO/EB).
Negative control (NC) was treated with solvent. Doxorubicin (1.0 wg/mL) was
used as positive control (DOX). Data are expressed as mean values & S.D. of
three independent experiments performed in triplicate. *P <0.05 as compared
to control by One way ANOVA and Tukey’s multiple comparison test.

of cell death involved in the piplartine cytotoxicity to V79
cells.

Cell apoptosis is important to destroy undesired cells
during the development and homeostasis of multicellular
organisms, and it is characterized by distinct morphological
changes, such as plasma membrane blebbing, cell shrink-
age, mitochondria depolarization, chromatin condensation, and
DNA fragmentation [67,68]. Indeed, apoptosis induction is a
powerful tool in anticancer therapy [68,69]. Several method-
ologies were developed to evaluate the nature and molecular
mechanisms of cell death [70,71]. In the present study, apop-
tosis induction in piplartine-treated V79 cells was evaluated
by chromatin condensation using differential morphologi-
cal analysis with hematoxylin—eosin and AO/EB staining,
internucleosomal DNA fragmentation detection, and mito-
chondrial dysfunction evaluation employing flow cytometry
analysis.

The detection of the mitochondria membrane potential event
provided an early indication of apoptosis initiation, because,
when the disruption of mitochondria potential is dissipated,
the cell would enter the irreversible apoptotic process [73,74].
The results of the present experiment demonstrated that the
treatment with piplartine increased mitochondria membrane
potential loss in a dose-dependent manner (Fig. 4), indicating
that this alkamide induces cell death by apoptosis in V79 cells.
In addition, several alkaloids, such as berberine, swainsonine,
AMD-5, piperine, and solanine, induce changes in mitochon-
drial membrane permeability as an event that triggers apoptosis
[59,61,62,73,75-77].
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Fig. 7. Summarized model of piplartine effects.

A mitochondrial stimulus precedes the pathways that activate
endonucleases, leading to DNA fragmentation [78,79]. Consis-
tent with this finding, in piplartine-treated V79 cells, apoptotic
fragmentation DNA was observed under light and fluorescence
microscopy. When the integrity of cell plasma membrane was
assessed, there were no signs of damage or lysis, which are clear
indications of necrosis (data no shown), as necrotic cells exhibit
plasma membrane lysis before any significant changes in nuclear
morphology occur [80]. Finally, piplartine treatment clearly
generated internucleossomal DNA fragmentation (Fig. 4), evi-
denced as sub-G1 peak in flow cytometry, reinforcing that cell
death was caused by apoptosis.

In this study, we showed that the alkaloid piplartine is cyto-
toxic and genotoxic to mammalian V79 cells by DSB generation.
These DNA lesions cause G2/M cell cycle arrest and induced
apoptosis, as verified by morphological analysis and mitochon-
drial membrane potential determination. In addition, we believe
that the cells that survive piplartine-induced DNA damage can
accumulate mutations, since this alkaloid was mutagenic and
recombinogenic, as observed in S. cerevisiae assays. A summa-
rized model of piplartine effects is shown in Fig. 7. It indicates a
possible mechanism of the antiproliferative effect of piplartine.
Further studies are needed to identify the molecular mechanism
underlying piplartine induced-apoptosis in several cell lines.
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