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AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTICANCER IN VITRO E IN VIVO DO 15-
DEOXIGOIAZENSOLIDO. Mércio Roberto Pinho Pereira. Orientadora: Leticia
Veras Costa-Lotufo. Tese de Doutorado. Programa de PoOs-Graduacdo em

Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2008.

RESUMO
O presente estudo procurou avaliar a atividade anticancer da lactona

sesquiterpénica 15-deoxigoiazensolido. A atividade citotoxica foi inicialmente
avaliada pelo método do MTT, onde o 15-deoxigoiazensolido obteve uma ICsg
< 4 ug/mL em todas as linhagens testadas variando de 0,09 a 0,56 pg/mL.
Essa atividade foi confirmada pelo método do Azul de Tripan, no qual o 15-
deoxigoiazensolido mostrou atividade nas doses de 0,25, 0,5 e 1 ug/mL apos
exposicao por 24 h na linhagem HL-60. Em seguida, foi revelado pelo teste de
incorporacdo do Brdu que a atividade citotoxica do 15-deoxigoiazensolido esta
relacionada com a inibicdo da sintese de DNA. Além disso, 0s ensaios que
avaliam a inducdo de morte celular mostraram alteracdes morfologicas,
fragmentacdo do DNA, despolarizacdo da mitocondria e manutencdo da
integridade da membrana celular, caracteristicas do processo de apoptose. A
atividade in vivo do 15-deoxigoiazensolido foi avaliado utilizando-se o sarcoma
180 em camundongos e Walker 256 em ratos. A lactona sesquiterpénica inibiu
o0 crescimento do volume tumoral do sarcoma 180 de maneira dose
dependente, mas nao foi capaz de aumentar a sobrevida dos animais. A
administracdo do 15-deoxigoiazensolido na dose de 10 mg/m?%/dia inibiu 49,39
% do desenvolvimento do tumor sélido em camundongos transplantados com
Sarcoma 180. A andlise histopatolégica nos 6rgdos dos camundongos revelou
que houve moderada toxicidade no figado, mas os efeitos sdo passiveis de
reversibilidade. A administracdo da lactona sesquiterpénica nas doses de 5 e
10 mg/kg/dia em ratos transplantados com o tumor de Walker 256 inibiu seu
desenvolvimento em cerca de 34,05 e 38,80 % respectivamente. Em relac&o
ao seu potencial alergénico, ndo foi detectado sintese de anticorpos IgE anti-
lactona em camundongos Swiss. Os resultados mostram que o 15-
deoxigoiazensolido tem potente atividade anticancer, sendo a apoptose o

mecanismo de acdo que leva as células tumorais a morte.



EVALUATION OF IN VITRO AND IN VIVO ANTICANCER ACTIVITY OF 15-
DEOXYGOYAZENSOLIDE. Mércio Roberto Pinho Pereira. Advisor: Leticia
Veras Costa-Lotufo. Doctorate Thesis. Postgraduate Program on
Pharmacology. Department of Physiology and Pharmacology, Federal
University of Ceara, UFC, 2008.

ABSTRACT

The present study evaluated the anticancer activity of sesquiterpene lactone 15-
deoxygoyazensolido. Citotoxic activity was initially evaluated by the MTT assay,
where 15-deoxygoyazensolido showed ICsp < 4 pug/mL in all tested cell lines,
varying from 0,09 to 0,56 pug/mL. This activity was confirmed by Trypan Blue
assay, which 15-deoxygoyazensolido showed activity at 0,25, 0,5 and 1 ug/mL
after 24h exposition in HL-60 cells. Afterwards, it was reveled by incorporation
test of BrdU that citotoxic activity of 15-deoxygoyazensolido is related to
inhibition of DNA synthesis. Besides, on the assays for induction of cellular
apoptosis showed morphological alterations, DNA fragmentation, mitochondria
depolarization, maintaining membrane integrity, typical apoptosis sight. The in
vivo activity of 15-deoxygoyazensolido was evaluated using sarmoca 180 tumor
in mice and Walker 256 tumor in rats. The sesquiterpene lactone inhibited
tumor growth in a dose-dependent manner, but it was not capable to increase
mice survival. The administration of 15-deoxygoyazensolido at dose 10
mg/m?%/day inhibited 49,39% of solid Sarcoma 180 tumor development in
transplanted mice. The histophatological assay in mice organs reveled
moderate liver toxicity but these effects are considered reversible. The
administration of sesquiterpene lactone inhibited Walker 256 tumor
development at doses 5 e 10 mg/kg/day in transplanted rats about 34,05 e
38,80 % respectively. Concerning allergenic properties, it was not detected anti-
lactone IgE antibody synthesis in swiss mice immunized with 100 pg of 15-
deoxygoyazensolido. The results show that 15-deoxigoiazensolido has a potent
anticancer activity, being apoptosis the mechanism of action which takes tumor

cells to death.
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1.1. O Cancer

O conceito Unico para o cancer torna-se dificil devido a complexidade
das inumeras alteragdes bioquimicas que ocorrem nas diferentes células
neoplasicas de um organismo doente. O cancer se desenvolve a partir de uma
célula que perde o controle sobre sua capacidade de proliferacdo por nao
conseguir reparar a mutagao em seu metabolismo e nem sofrer morte celular
(apoptose), e acaba se multiplicando de forma indevida (INCA, 2008). Apés a
segunda metade do século XX, tornou-se evidente que a tumorigenese em
seres humanos € um processo que envolve varias etapas, entre elas ocorre
alteragdes no genoma, tansformando células saudaveis em células malignas.
Hanahan e Weinberg (2000) sugerem que as células cancerosas, apesar da
ampla variedade genotipica, apresentam seis alteracbes essenciais na
fisiologia celular, que conjuntamente levam ao crescimento maligno. Essas
alteracdes sao: sinalizacdo auto-suficiente no crescimento celular, auséncia de
sensibilidade para sinais anti-proliferativos, evasdo da apoptose, potencial de
replicacdo sem limites, constante estimulo da angiogénese e invasao tecidual e

metastase (figura 1).

O corpo de um ser humano adulto é composto de aproximadamente 10"
células e muitas delas multiplicam-se constantemente, pois precisam repor
alguns o6rgaos e/ou tecidos. Podemos citar como exemplos as células do
epitélio intestinal, que se renovam a cada 10 dias aproximadamente, e células
da medula 6ssea que se dividem a partir de células tronco e amadurecem em
leucocitos ou eritrocitos (BERTRAM, 2001). O tempo de vida dessas células &
determinado por genes que controlam a sua taxa de morte e dessa forma
temos a quantidade adequada de células para compor o érgdo em questdo. Se
a taxa de divisdo celular se tornar maior que a taxa de morte dessas células,
dizemos que elas estdo em um estagio de proliferagdo descontrolada devido ao

mau funcionamento desses genes (FOSTER, 2006).
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Sinalizagao auto-suficiente
no crescimento celular

Constante estimulo
da angiogénese

Figura 1: Caracteristicas adquiridas comuns aos varios subtipos de células
cancerosas. Adaptado de HANAHAN & WEINBERG (2000).

Durante a divisao celular podem ocorrer mutagées no DNA que levam as
alteragdes nas vias metabdlicas que controlam a funcionalidade dos genes. A
complexidade da regulacdo génica na proliferacdo celular incita algumas
questdes. Como por exemplo: quantas vias regulatorias devem ser alteradas
para que uma célula seja classificada como neoplasica? As mutagdes que
ocorrem nas vias regulatorias que controlam a proliferagdo celular sdo as
mesmas em qualquer célula? Quais dessas vias oncogénicas operam apenas
no metabolismo primario da célula e quais recebem a influéncia de sinais
vindos do microambiente onde se encontra o tecido alterado? Atualmente,
podemos afirmar a existéncia de fatores de risco que induzem essas mutacoes.
Esses fatores de risco sao encontrados no meio ambiente (80%) ou séao

hereditarios (INCA, 2008). No meio ambiente, encontramos um grande numero
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de fatores de risco, como o meio em geral (agua, terra, ar, solo), o ambiente
ocupacional, o ambiente social, o ambiente cultural e o ambiente de consumo.
Em todos esses ambientes encontramos substancias com potencial
mutagénico para o DNA das células. Essas substadncias sdo chamadas de
carcindgenas, e o0 processo de injuria do DNA induzido pelos carcinégenos é

chamado de carcinogénese.

A carcinogénese pode ser definida como um processo de etapas
multiplas, gerando nas células uma transformacao maligna irreversivel devido
as mutagdes sofridas pelo DNA. O processo de carcinogénese pode ser
induzido por substancias quimicas, energia radioativa e/ou virus (FLEMING,
2003; KUMAR et al., 2004). Os cargindgenos quimicos sao designados de nao-
letais, pois apesar de danificarem o cdédigo genético, ndo levam a célula a
morte. Essa célula alterada sofre expansao clonal e progride para a formagao
de um tumor maligno. Existem trés fases para a carcinogénese quimica:
estagio de iniciagcao, estagio de promogao e estagio de progressao (Figura 2).
A fase de iniciagdo é conhecida como o primeiro estagio da carcinogénese,
onde as células sofrem o efeito da substancia carcinogénica que provoca
modificagdes de seus genes. Nesta fase, as células encontram-se
geneticamente alteradas, tornando-se mutantes e potencialmente capazes de
dar origem a um tumor. Se a mutacéo da célula iniciada n&o sofrer reparo, ou
nao entrar em apoptose, a célula passa para a fase de promog¢ao sem chance
de retornar a ser uma célula saudavel. A iniciagcéo isolada, no entanto, ndo é
suficiente para a formacdo do tumor. No estagio de promogado, as células
geneticamente alteradas sofrem a agdo de substancias classificadas como
oncopromotoras, cuja principal caracteristica é a proliferacao da célula iniciada,
contribuindo para o desenvolvimento de mutagdes adicionais, e finalmente
ocorrendo a formagdo do neoplasma maligno (neoplasia). Para que ocorra
essa transformacgédo da célula iniciada em célula maligna, € necessario um
longo e continuo contato com o agente oncopromotor. Ja no estagio de
progressdo, € observada a multiplicagdo descontrolada da célula com o
acumulo de mutacdes multiplas, ocorrendo a formagao de tumores invasivos

com capacidade de gerar metastases. Essa fase € caracterizada por um
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processo irreversivel onde o cancer esta instalado no organismo e evolui até as

primeiras manifestagdes clinicas da doenca (ALMEIDA et al., 2005).

Carcindgeno Célula
\ Normal -«
‘;‘ Formacdo de ¥
o ; moléculas reativas .
g Enzimas ) Célula
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de moléculas iniciada
reativas
l Divisdo Celular
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Alteracdo na
o expressdo dos
'S, genes »
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) resposta imune v
|
o
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o Recombinagao géni
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utacdes adicionais
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Figura 2: Fases da carcinogénese.

1.2. Quimioterapia do Cancer e Alvos Terapéuticos

Existem trés principais tipos de tratamento para o cancer: a cirurgia, a
radioterapia e a quimioterapia. Recentemente, tém sido utilizados também a
fotorradiagdo com derivados hematoporfirinicos e a imunoterapia como
adjuvantes no tratamento de tumores malignos (POTTERAT & HAMBUEGER,
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2008). A técnica cirurgica pode erradicar o tumor totalmente, mas existe o risco
de metastase (SAVAGE et al., 2007). Além disso, tumores classificados como
inoperaveis podem comprometer a qualidade de vida do paciente por induzir
manifestacdo de queixas algicas. Essas queixas podem ser discretas, mas em
sua grande maioria sdo de alto grau, levando o paciente usar de analgésicos
com potentes efeitos colaterais (GASPARINI & SARAIVA, 2004).

A radioterapia compreende a emissao de raios gama, radiois6topos
como cobalto-60, raios-X e até protons e mésos pi negativos. Geralmente é
usada em conjunto com a cirurgia para incremento da terapia (FRANCESCHINI
et al., 2007). Mesmo utilizada de forma isolada, a radioterapia tem grande
eficiéncia em diminuir grandes tumores ou até mesmo sua recorréncia e o risco
de metastase. Entretanto, o tratamento por radiacdo € sujeito a severas

limitacbes, mesmo utilizando-se a terapia por fotorradiacao.

Ja a imunoterapia estimula o préprio sistema imune do paciente para o
combate do cancer, no caso de vacinas anticancer, ou utiliza-se a introdugao
de citocinas naturais, como interfenon-y (IFN-y) ou Interleucina-2 (IL-2), para
ampliar as defesas do organismo. Mas apesar dos resultados promissores em
laboratorios, a imunoterapia ainda é utilizada apenas como tratamento
adjuvante, especialmente para destruir células neoplasicas residuais apos
remogao cirurgica do tumor e evitar o processo de metastase (LO et al., 2008;
KHAWLI et al., 2008).

Os métodos de tratamento citados acima conseguem curar apenas um
terco dos pacientes devidos a varios fatores, como o desenvolvimento de
micrometastases. Sendo assim, é necessaria a pratica da quimioterapia, pois
com esse tipo de tratamento podemos contar com uma abordagem mais

sistémica para a completa recuperacao do paciente (ALMEIDA et al., 2005).

A historia da quimioterapia antineoplasica confunde-se com a historia da
primeira guerra mundial, quando o gas mostrada (figura 3), um composto
sulfurado com alto poder toxico, foi utilizado pelas forcas aliadas dos Estados
Unidos. O gas mostarda faz parte de um grupo de compostos, os

denominados, mostardas de enxofre. Todas as mostardas de enxofre possuem
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dois grupos cloroetila (-CH,CH,-Cl) ligados a um atomo de enxofre. As
alteragdes no sangue e na medula éssea de pacientes intoxicados pelo gas
foram reportadas pela primeira vez por Krumbhaar (1919). O efeito maximo na
depressao de células produzidas na medula 6ssea pelo gas mostarda pode ser
observado duas semanas apds o primeiro contato. As mortes dos pacientes
foram atribuidas por pneumonia associadas com leucopenias. A autdpsia
revelou atrofia dos o6rgéos linféides e do tecido testicular, assim como a
hipoplasia da medula éssea. Os resultados sugeriam uma atividade supressora
nas células em constante divisdo e, finalmente, em 1929, Berenblum
demonstrou que o gas mostarda era anticarcinogénico (BERENBLUM &
RILEY-SMITH, 1929). Com o passar dos anos, muitas substancias
quimioterapicas foram isoladas, caracterizadas e comercializadas. Atualmente,
um verdadeiro universo de substancias com potencial anticAncer sao

estudadas em laboratérios de todo o mundo.

H2 H2
C 5\ C
c” ¢ ¢’
Ho Ho
Figura 3: Estrutura quimica do gas mostarda, droga precursora da

quimioterapia anticancer.

O objetivo primario da quimioterapia é destruir as células neoplasicas,
preservando as normais. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterapicos
atua de forma n&o-especifica, lesando tanto células malignas, quanto células
normais, particularmente as células de rapido crescimento, como as
gastrintestinais, capilares e as do sistema imunoldgico. Isto explica a maior
parte dos efeitos colaterais da quimioterapia: nauseas, perda de cabelo e
susceptibilidade maior as infeccbes. Um fator importante para o éxito da
quimioterapia é a precocidade no diagnéstico do tumor, que deve ter entre 10°
e 10'"? células tumorais, ou seja, um tumor com tamanho inferior a 1 cm.
Existem diversos mecanismos que estdo envolvidos na evolugdo de uma célula
normal para uma célula maligna, e a maior parte deles interferem na diviséo

celular. Sendo assim, esclarecer as reagdes bioquimicas envolvidas nesse
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evento € de grande importancia para um melhor entendimento da atividade

anticancer de muitos quimioterapicos.

O ciclo celular (figura 4) é uma intricada seqléncia de eventos que
permite as células crescerem e se multiplicarem. Os dois tipos de genes que
possuem um importante papel no ciclo celular, e consequentemente no
desenvolvimento do cancer, s&o os oncogenes (Her2/neu, Ras, c-Myc) e genes
supressores (p53 e o Rb) (FRANCO et al., 2008). Os oncogenes estimulam o
crescimento celular que geralmente se inicia com a liberagao de fatores de
crescimento de uma unica célula. Estes fatores ligam-se aos seus receptores
na membrana da prépria célula. Sinais moleculares s&o transmitidos entao
através da membrana as proteinas citoplasmaticas, que por sua vez induzem a
liberagao de fatores da transcricdo para dentro do nucleo. Esta sequiéncia de
eventos estimula a célula a entrar em seu ciclo de divisdo. A fungcédo dos genes
supressores, por outro lado, é impedir a continuidade do ciclo celular, ou
porque o tecido ndo necessita mais de reposi¢cao de células ou para impedir
que a célula maligna evolua para formagao de um tumor (VERMEULEN et al.,
2003).

A célula que nao esta se replicando apresenta-se na fase Gyp. Nesta
fase, o DNA apresenta-se super-enovelado com atividade nuclear baixa.
Estimulos para o crescimento e proliferacdo direcionam a célula para a fase Gy,
onde se observa a preparagao da célula para a multiplicagdo (VERMEULEN et
al., 2003). Da fase G4, a célula passa para a fase S, onde ocorre a sintese e
consequente duplicacdo do DNA. Da fase S a célula entra pela fase G, e se
prepara para a mitose (M), onde ocorre a divisdo celular propriamente dita. As
células filhas tumorais ou neoplasicas, nédo retornam a fase Gy. Ao terminar a
fase M, retornam para a fase G4 iniciando um novo ciclo que resultara em mais
multiplicagéo celular (FOSTER, 2007).

Os eventos ocorridos durante todo o ciclo celular s&do controlados por
proteinas chamadas de Quinases Dependentes de Ciclinas (CDK). As ciclinas
sdo proteinas reguladoras das CDKs, as quais formam os mecanismos
responsaveis pela progressao do ciclo celular. Por exemplo, a ciclina E tem um

papel central na transducdo da resposta mitogénica a diversos hormonios,
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citocinas e fatores de crescimento. A expressao transitdria da ciclina E apés um
estimulo mitogénico provoca uma série de eventos em cascata que terminam
com a sintese de DNA com posterior replicagéo celular (MARQUES & BUZAID,
2004).

O CICLO CELULAR

Ponto de Checagem G,-M

Quiescéncia

Preparando
para a mitose

Go
Crescimento
celular

Ponto de Checagem G;-S

Sintese de DNA

Figura 4: O ciclo celular e sua modulagao pelos pontos de checagem nas suas

diferentes fases até a completa divisédo celular (Fonte: FOSTER, 2007).

As CDKs sao expressas principalmente enquanto o ciclo celular passa
da fase G4 para S e da fase G, para a fase M (HARTWELL & KASTAN, 1994;
LIEBERMANN et al., 1995). As CDKs sao formadas por uma ciclina (proteina
estrutural) e por uma quinase (enzima). As CDK1 (CDC2), CDK2 e CDK4 sé&o
expressas nos mamiferos, assim como a ciclina D, a ciclina E, a ciclina A e a
ciclina B (HARTWELL & KASTAN, 1994).

A atividade das CDKs é modulada por proteinas inibitérias do ciclo
celular, conhecidos pelas inibidoras de CDK (CKI). Atualmente sdo conhecidas
duas familias distintas de CKls: a familia das INK4, que incluem a p15, a p16, a
p18, a p19 (inibem a CDK4 e CDKG6); e a familia Cip/Kip, que inclui a p21, a
p27 e a p57 (inibem o complexo ciclina-CDK) (VERMEULEN et al., 2003).
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Alteracbes nas proteinas inibitérias que interferem na fase Gy e S do ciclo

celular mostraram-se comuns na maioria dos canceres (MOLINARI, 2000).

As células que estdo expostas as lesbes nos genes controladores do
ciclo celular podem progredir para malignidade nos estagios iniciais da
carcinogénese (DIXON et al., 1997). Entretanto, eficientes mecanismos
moleculares de controle minimizam essa progresséo de trés formas: reparo do
DNA, supressao da atividade de oncogenes ou morte celular. Um dos genes
supressores mais conhecidos e estudados na literatura € o p53. Ele ja foi
descrito como o “guardido do genoma” (KIRSCH & KASTAN, 1998), uma vez
que esse gene exerce uma importante atividade inibitoria na proliferacédo de
células mutantes. As mutagbes nos genes supressores que controlam os
pontos de checagem permitem que as células alteradas continuem a progredir
no ciclo celular, causando por fim, o desenvolvimento de tumores (FOSTER,
2006). A morte celular, por sua vez, pode ser de duas formas distintas. A
primeira seria a necrose, caracterizada pelo inchaco da célula e sua rapida
degeneracdo. A segunda seria a apoptose, caracterizada pela redugao do
volume celular acompanhado da auséncia do rompimento da membrana
plasmatica e posterior fragmentacdo do DNA (GUIMARAES & LINDEN, 2004).
Varios genes estdo envolvidos no processo de apoptose, como bax, c-Myc e o
p53 (KIRSCH & KASTAN, 1998). Suas atividades no processo de apoptose
podem variar, incluindo a expressao de receptores Fas e Fas-ligante na
membrana celular e a liberagdo do citocromo c¢ mitocondrial (WEINBERG,
1996). A apoptose € um processo fisioldgico altamente organizado que leva as
células sem sucesso no reparo do seu DNA a morte. Disfungdes nos
mecanismos da via apoptotica pré-dispdem ao cancer em dois niveis. O
primeiro seria a mutagédo nos genes indutores da apoptose, levando as células
mutantes, que seriam eliminadas pela apoptose, a sobreviverem. O segundo
seria a adaptacao da célula para se proliferar por “selecdo Darwiniana” em um
ambiente nao favorecedor (FOSTER, 2006). Apds o escape de todos esses
mecanismos, a célula maligna n&o pode mais voltar a ser uma célula normal e

precisa ser eliminada.
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Ap6s uma abordagem detalhada do ciclo celular, pode-se entender
como os diferentes quimioterapicos funcionam e qual a sua real importancia no

tratamento do cancer.

Segundo Katzung (2004), os quimioterapicos sao divididos basicamente
em dois tipos: Os de Ciclo Celular Especificos (CCE) e os de Ciclo Celular
N&o-Especificos (CCNE). Os quimioterapicos CCE sé&o divididos em: agentes
antimetabdlitos, agentes hormonais, alcaléides da vinca, antibidticos naturais,
epipodofilotoxinas e taxanos. Ja os quimioterapicos CCNE sdo separados em:
agentes alquilantes, analogos da platina, antraciclinas e alguns antibioticos
antitumorais (tabela 1). Cada uma dessas classes de farmacos liga-se em um
alvo celular impedindo a descontrolada divisdo da célula neoplasica e inibindo

0 crescimento do tumor.

Tabela 1. Os agentes antineoplasicos e sua inter-relagdo com o ciclo-celular
(adaptado de ALMEIDA et al., 2005)

Agentes Ciclo-Celular Especificos (CCE) Agentes Ciclo-Celular Nao Especificos (CCNE)

Agentes Antimetabdlitos Produtos Naturais

¢ Analogo do acido félico » Antibiéticos naturais

¢ Antagonistas das pirimidinas Antraciclinas

¢ Andlogos das purinas e inibidores Mitomicina

correlatos Dactinomicina
Plicamicina

Agentes Hormonais Bleomicina

o Adrenocorticosterdides ¢ Alcaldides pirrolizidinicos

¢ Progestinas

¢ Estrogénios e Androgénios Complexos de Coordenacao de Platina

¢ Antiestrogénios e Antiandrogénios e Cisplatina (cis-DDP)

¢ Analogo do horménio liberador de e Carboplatina (CBDCA)
gonadotropina

¢ Inibidor da aromatase Agentes Alquilantes Diversos

¢ Inibidor do horménio peptidico » Mostardas nitrogenadas

o Nitrossuréias
Produtos Naturais e Triazenos
o Alcaldides vegetais o Alquil sulfonatos
Alcaléides da vinca
Podofilotoxinas (Epipodofilotoxinas)

Paclitaxel (Taxol)
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1.3. Produtos Naturais

As primeiras descricdes sobre produtos naturais feitas pelo homem
remontam as sagradas escrituras e ao papiro de Ebers. Este papiro, que foi
descoberto e publicado por Georg Ebers, foi traduzido pela primeira vez em
1890 por H. Joachin, descrevendo um grande numero de drogas de natureza
animal ou vegetal que poderiam tratar até 100 diferentes doengas (VILELA,
1977). Até hoje, produtos naturais provindos de plantas ou animais sao
utilizados em todo mundo para o tratamento de diferentes patologias. Infeccées
microbianas, inflamacg&o, dor, febre e outras enfermidades do ser humano
podem ser controladas pelo uso de produtos sintetizados por outros
organismos (PINTO et al., 2002).

Segundo Chin (2006), o real valor de um produto natural pode ser
considerado usando trés critérios: (1) a taxa de introdu¢do de novas entidades
quimicas com ampla diversidade estrutural, incluindo seu potencial para
modelo de outras substancias sintéticas ou semi-sintéticas; (2) o numero de
doengas que essa substancia pode tratar e (3) sua frequéncia de uso no
tratamento da patologia indicada. A analise de produtos naturais, ou drogas
relacionadas de produtos naturais, entre 1981 e 2002 mostra que essas
substancias compreendem 28% de todas as entidades quimicas langadas no
mercado (NEWMAN et al., 2003). Além disso, 24% dessas novas entidades
quimicas foram sintetizadas ou modificadas a partir das propriedades
farmacoldgicas de produtos naturais (NEWMAN et al., 2000). A combinagao
dessas duas porcentagens (52% de todas as novas entidades quimicas)
sugere que os produtos naturais sdo importantes fontes de novas drogas. Além
disso, caracterizam-se de facil manipulagdo para modificagdo quimica na

formagao de derivados quimicos.

Um apanhado das prescricbes médicas em todo o mundo demonstra
que os produtos naturais, e drogas relacionadas, sdo usados para tratar 87%
de todas as doencas humanas, incluindo seu uso como antibioticos,
anticancerigenos, anticoagulantes, antiparasitarios, imunossupressores, entre
outros (NEWMAN et al., 2003). Ainda ndo temos produtos naturais, ou drogas

relacionadas, para 7 categorias de drogas, incluindo: anestésicos,
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antianginosos, antihistaminicos, ansioliticos, diuréticos, hipnéticos e quelantes
ou antidotos. No caso dos agentes antibacterianos, os produtos naturais
fizeram contribuicbes significantes para o tratamento de diversas infecgdes.
Das 90 drogas desse tipo que se tornaram comercialmente disponiveis nos
Estados Unidos ou foram aprovadas em todo o mundo, cerca de 79% sao
originadas de produto natural (CHIN et al., 2006).

Para a industria farmacéutica, o interesse nas vendas de produtos
naturais ainda parece ser mais vantajoso. Os produtos naturais, ou as
substancias relacionadas, encabegaram 40% de vendas de medicamentos em
2000, sendo 24% de vendas em 2001 e 26% de vendas em 2002 (BUTLER et
al., 2004). Um bom exemplo dos ganhos com as vendas de uma droga
provinda de um produto natural € o paclitaxel. Considerada uma droga
anticancer de grande importancia clinica, esse medicamento teve um
rendimento estimado em U$1,6 bilhdes em 2000. Se somarmos com as vendas
de outras drogas anticancer derivadas de produtos naturais como o taxano,
docetaxel, e os derivados da camptotecina, irinotecano e topotecano, esses
medicamentos compreendem um tergo de todas as drogas anticancer vendidas
em todo o mundo. Essas vendas renderam pelo menos U$3 bilhdes em 2002
para as industrias farmacéuticas (THAYER, 2003; OBERLIES & KROLL, 2004).

Dentre os organismos mais estudados para extracdo de produtos
naturais com valor terapéutico estdo as plantas terrestres, especialmente
aquelas classificadas como plantas superiores. Essas plantas tém uma histéria
longa no uso do tratamento de diversas patologias humanas. Diversas
espécies bem conhecidas, incluindo o alcaguz (Glycyrrhiza glabra), a mirra
(espécie do género Commiphora), e o latex da capsula da papaia (Papaver
somniferum), foram as primeiras descritas nas tabuletas da argila de
Mesopotamia em 2600 a.c., e s&o consideradas as precursoras no estudo das
plantas medicinais. A morfina, a codeina, a noscapina (um narcético), e a
papaverina sdo drogas desenvolvidas a partir da P. somniferum e sao usadas
até hoje na clinica médica. A carbenoxolona sddica, um derivado semi-sintético
do acido glicirretinico encontrado no alcaguz, é prescrita para o tratamento de

ulceras gastricas e duodenais em varios paises (DEWICK, 2002).
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Historicamente, as plantas como ferramentas terapéuticas ajudaram
introduzir novas entidades quimicas na medicina moderna. Especialmente
aquelas de uso popular foram as fontes preliminares para a descoberta de
muitos farmacos de uso clinico. Fabricant e Farnsworth (2001) relataram que
80% de 122 drogas derivadas de plantas foram descobertas devido ao seu uso
popular para tratamento de doengas. Alguns exemplos de medicamentos
derivados de plantas mais recentes aprovados pelo “Food and Drug

Administration” (FDA) estao representados na figura 5.
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Figura 5: Novos medicamentos desenvolvidos a partir de plantas terrestres
(CHIN, 2006).

A busca por agentes com propriedades antitumorais iniciou-se em 1950
com a descoberta e o desenvolvimento comercial dos alcaldides da Vinca
(vimblastina e vincristina, figura 6) isoladas da Catharanthus roseus G. Don.
(Apocynaceae). Primariamente, essa planta era utilizada para tratamento de
diabete melito, mas durante as pesquisas pré-clinicas que conduziriam essas
substancias como hipoglicemiantes orais, foi observado que seu extrato
reduzia a contagem de células brancas e induzia depressdo da medula 6ssea

em ratos. Em seguida, o extrato mostrou-se ativo contra leucemia linfocitica em
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ratos, e atualmente seus principios ativos sdo utilizados com sucesso para
tratamento do cancer (NEWMAN & CRAGG, 2007).

Como conseqUéncia dessas descobertas, o Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos (NCI) iniciou um extensivo programa de coleta de
plantas a partir de 1960, focalizando principalmente as plantas de regides
temperadas. Esse programa conduziu a descoberta de promissoras moléculas,
incluindo os taxanos e as camptotecinas (Figura 7), que mostram um amplo
espectro de atividade citotoxica (CASSADY & DOUROS, 1980). Os estudos
clinicos que desenvolveram essas drogas como quimioterapicos na pratica
clinica perduraram por um periodo de 30 anos, iniciado nos anos sessenta e
finalizado apenas na década de 90 (CASSADY et al., 2004). Este programa de
coleta foi encerrado em 1982, mas com o desenvolvimento de novas
tecnologias para a pratica de “screening” os pesquisadores foram levados a
reiniciar o programa de coletas, e também de outros organismos, em 1986,
com o foco nas plantas de regides tropicais e subtropicais (CRAGG &
NEWMAN, 2005).

R1 R2
Vincristina —CHO OH
Vimblastina —CHs OH

Figura 6: Estrutura quimica da Vimblastina e da Vincristina isoladas de

Catharanthus roseus.
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Camptotecina Taxol

Figura 7: Produtos naturais de plantas terrestres com importante atividade

anticancer desenvolvidas pelo NCI a partir do programa de coletas.

S'NM v

|Op BN END OS OS/NM BS* BSNM BV |

Figura 8: Porcentagem do tipo de drogas anticancer descobertas desde 1940
até 2006. S (sintéticas); S/INM (Sintética, mas mimetiza a acdo de um produto
natural); S’ (Sintética, mas o esqueleto inicial foi de um produto natural); S7/NM
(Sintética, mas o esqueleto inicial foi de um produto natural e mimetiza a sua
acgao); V (Vacina); B (Produto bioldgico, peptideo ou proteina com mais de 45
residuos de aminoacidos isolados de um organismo ou sintetizado em
laboratorio); N (Produto natural); ND (Derivado de produto natural com

modificagdes semissintéticas). Retirado de Newman e Cragg, (2005).
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Diversas novas entidades quimicas isoladas de plantas terrestres sao
metabdlitos secundarios que estdo atualmente sendo submetidas a ensaios
clinicos para terapia anticancer. Newman e Cragg (2007) relatam que entre
1940 e 2006, 42% do numero total de drogas anticancer descobertas sao
produtos naturais ou derivados desses produtos (figura 8). Alguns exemplos
(figura 9) dessas drogas em fase de estudo s&o a combretastatina A4,

homoharringtonine, 3-o-angelato de ingenol, fenoxodiol e flavopiridol.

A combretastatina A4, isolada da Combretum caffrum (Combretaceae),
uma planta medicinal da Africa do Sul, gerou em laboratério o fosfato de
combretastatina A4 e o AVE-8062 (CIRLA & MANN, 2003; PINNEY et al.,
2005). Estes compostos estdo em estudos de fase Il em varios paises da Unido
Européia. Seu mecanismo de acgdo consiste em ligar-se a tubulina, levando o
tumor a sofrer mudangas morfolégicas celulares e vasculares (WEST & PRICE,
2004; YOUNG & CHAPLIN, 2004).

A homoharringtonina, por sua vez, & um alcaloide isolado da
Cephalotaxus harringtonia encontrado na China (POWELL et al., 1970).
Estudos indicam que possui atividade contra malignidades hematoldgicas por

inibir a sintese de proteina na célula neoplasica (KANTARJIAN et al., 2001).

O 3-o-angelato de ingenol € um analogo da diterpendide ingenol obtido
originalmente da Euphorbia peplus, também considerado um agente promissor
na quimioterapia para o cancer de pele, cujo mecanismo de agao € a ativagao
da Proteina Kinase C (KEDEI et al., 2004; OGBOURNE et al., 2004).

O fenoxodiol € um andlogo sintético da daidzeina, uma conhecida
isoflavona isolada do grao de soja (Glycine max), esta sendo desenvolvido para
a terapia do céancer de colo do utero, cancer de ovario, cancer de prostata,
cancer de rins, e cancer de vagina. Seu mecanismo de acdo consiste na
o XIAP e ALETA (KAMSTEEG et al., 2003). Atualmente, o Fenoxodiol esta
sendo submetido a estudos clinicos nos Estados Unidos e na Australia
(CONSTANTINOU et al., 2003).
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O flavopiridol € uma droga classificada como sintética, mas a base de
sua estrutura é um produto natural chamado de rohitukine. Esse flavondide é
considerado o responsavel pela atividade antiinflamatoéria e imunomoduladora
do extrato da Dysoxylum binectariferum Hook. f. (Meliaceae), que por sua vez
esta filogeneticamente relacionada com a Dysoxylum malabaricum Bedd.,
usada para o tratamento da artrite reumatodide. O flavopirodol possui atividade
inibitdria em receptores do tipo tirosina quinase e atividade inibitéria potente no
crescimento varias linhagens de carcinoma de mama e pulmao (SAUSVILLE et
al., 1999). Atualmente encontra-se nas fases | e Il em diversos estudos
clinicos, ou em combinagdo com outros agentes anticancer contra leucemias,
linfomas e outros tumores sélidos (CRAGG & NEWMAN, 2005).

OH 0}

cl
HyCO N
HaCO OH
H3CO =
OH
N
OCHj3 OH

Combretastatin A, Flavopiridol Fenoxodiol

HO

Homoharringtonina 3-0-angelato de ingenol

Figura 9: Novas moléculas isoladas ou derivadas de plantas terrestres com

potencial anticancer.
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1.4. Lactonas Sesquiterpénicas

As Lactonas Sesquiterpénicas (LST) sao terpendides produzidos
principalmente por representantes da familia Asteraceae. Constituem uma
diversa e singular classe de produtos naturais componentes de Oleos
essenciais, além de também serem encontradas em outros organismos, como
fungos e bactérias (PICMAN, 1986). Uma caracteristica das LST € a presencga
do anel a-metileno-y-lactona (figura 10), incluindo outros grupos funcionais
como hidroxilas, ésteres e epdxidos (PICMAN, 1986; ZHANG et al., 2005).
Diferencas na estrutura ciclica das LST permitem que elas sejam classificadas
em quatro grupos distintos: os pseudoguaianolidos, os guaianolidos, os
germacranolidos e os eudesmanolidos (PICMAN, 1986; ZHANG et al., 2005)
(figura 11).

Figura 10: Anel a-metileno-y-lactona caracteristico de todas as lactonas

sesquiterpénicas.

Numerosos estudos sugerem que esses metabdlitos secundarios
exercem um importante papel na protecdo de plantas contra organismos
patdgenos, herbivoros, insetos e mamiferos predadores, e eles também
funcionam como agentes alelopaticos em competicdo com outras plantas. As

atengdes da comunidade cientifica voltaram-se para as LST pelo seu potencial

35



36

terapéutico fundamentado nas suas diversas atividades bioldgicas, como
atividade antibacteriana, antifungica, antiplasmodica, antiinflamatoria,
antihiperalgésica, antitlcera e antitumoral (SKALTSA et al., 2000; IWALEWA et
al., 2003; NAVARRO-GARCIA et al., 2003; SAKAMOTO et al., 2003;
FELTENSTEIN et al., 2004; ZHANG et al., 2005).

O\E\ /ilo J;o // o

Pseudoguaianolideos Guaianolideos

\\ O; g_ 0] | X\ \o

Germacronolideos

o 6,

Eudesmanolideos

e}

Figura 11: Esqueleto basico da estrutura das diferentes lactonas
sesquiterpénicas.
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No que concerne a atividade antitumoral, as LST formam o maior grupo
de compostos com essa atividade (ROBLES et al., 1995). A maioria dos
compostos com essa atividade vem de LST oriundas de plantas da familia
Asteraceae, embora algumas com a mesma atividade tenham sido isoladas de
outras familias como: Magnoliaceae, Apiaceae e eventualmente uma espécie
de fungo (PICMAN, 1986). A relacdo estrutura atividade das lactonas tem sido
estudada em varios modelos. Hartwell e Abbott (1969) concluiram que muitas
lactonas com atividade antitumoral possuiam um grupo a-metileno-y-lactona.
Posteriormente foi constatado que esse grupo funcional era requisito para tal
atividade, revelando uma estreita relagcdo entre a estrutura e a atividade
biolégica das LST (SUN et al., 2003; KIM et al., 2003; ENRIZ et al., 1994;
GIORDANO et al., 1992; ZHANG et al., 2005).

O mecanismo de agao das atividades bioldgicas das LST continua sendo
alvo de intensa pesquisa. Os primeiros estudos sugerem que as LST inibem o
crescimento tumoral por alquilagdo seletiva de macromoléculas que regulam o
ciclo celular, e o alvo para tal atividade seriam grupos sulfidrilas encontrados
nessas moléculas regulatérias (Kupchan, 1974). Posteriormente foi
demonstrado que as LST inibem a sintese de DNA, especialmente a DNA
polimerase e a timidilato sintase em células tumorais (LEE et al., 1977; HALL et
al., 1978). De fato, Zhang e colaboradores (2005) reforgam que elementos
estruturais das lactonas sesquiterpénicas como o,3- ou «,f,y-carbonilas
insaturadas, como a-metileno-y-lactonas ou ciclopentonas o-f insaturadas
reagem com nucledfilos, especialmente grupos sulfidril, por adicdo de Michael.
Neste contexto, proteinas como a glutationa seriam alvos preferenciais para as
LST, o que justifica a atividade pré-oxidante observada para algumas lactonas
como a partenolida (WEN et al., 2002).

Recentemente, o mecanismo de acdo proposto para outras acgdes
bioldgicas das LST é a inibicdo do fator de transcricdo NF-kB (RUNGELER et
al., 1999, SIEDLE et al., 2004) e Map kinase (HWANG et al., 1996). O NF-kB é
um mediador central na resposta imunoldgica, pois regula a sintese de
Interleucinas pré inflamatérias como a IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 e TNF-a, bem como

modula o gene da ciclooxigenase 2 (assim como a Map kinase), 6xido nitrico
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sintase, imunorreceptores, moléculas de adesdo e fatores de crescimento
hematopoético. A inibicdo farmacoldgica desse fator de transcricdo pode
explicar a potente atividade antiinflamatoria e antiulcera exercida pelas LST
(ENRIZ et al., 1994, GIORDANO et al., 1992, SCHRODER et al., 1990, HALL
et al., 1980). Além disso, o NF-kB também possui papel central no crescimento
e diferenciagao celular, bem como na indugcdo de apoptose, e tem se revelado
um interessante alvo na quimioterapia do cancer (KARIN & LIN, 2002; KARIN
et al., 2004).

As lactonas modulam a atividade do sistema imunoldgico por inibir a
ativacdo de linfécitos T citotoxicos, a sintese de elastase em neutrdfilos,
producao de oxido nitrico (NO), e a expressao do antigeno de superficie do
virus da hepatite B (TANIGUCHI et al., 1995; CHEN et al., 1995; LEE et al.,
1999; SIEDLE et al., 2002). Outros achados mostram que a helenalina (figura
12) diminuiu o edema de pata em ratos induzido por carragenina, e suprimiu o
crescimento de células neoplasicas (HALL et al., 1980). A partenolida e a
encelina (figura 12) mostraram potentes efeitos inibitérios na expressdo dos
genes do TNF e da ciclooxigenase (HWANG et al., 1996). A cinaropicrina
(figura 12), derivada da Saussurea lappa, suprime a producédo de citocinas
inflamatdrias, tais como TNF-o e a IL-8, bem como a liberagdao de fator
relaxante derivado do endotélio (NO). Além disso, também diminui fortemente a
estimulagdo mitogénica e a proliferacdo de linfocitos TCD4" e de Linfécitos
TCD8" (GERTSCH et al., 2003).

Apesar de todo o potencial farmacolégico das LST, tém sido observados
varios efeitos toxicos induzidos por essas substancias, principalmente no
sistema nervoso central e no sistema imunolégico. As LST demonstraram
toxicidade no sistema sensorial em embrides de galinha e induziram
encefalomalacia nigrostriatal equina, conhecida como a doenga de Parkinson
em cavalos, por diminuicdo da glutationa mitocondrial acompanhada pelo
aumento de radicais livres que induzem um dano nas membranas celulares da
substancia negra (STEVENS et al., 1990, ROBLES et al., 1997). As LST
também induzem forte reacdo alérgica (PICMAN, 1986, MOLLER et al., 2002,
WARSHAW & ZUG, 1996). Foi reportado que alguns 6leos naturais que fazem
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parte de cosméticos e perfumes derivados de plantas medicinais oriundas do
oriente que possuem LST podem induzir dermatite de contato (MITCHEL,
1974; MITCHELL & EPSTEIN, 1974). Além disso, as LST ainda podem ter
efeito imunotdxico, induzindo supressao da sintese de IL-2 por linfécitos T
CD4" (HUMAR et al., 2003) e supressao da atividade de neutrdfilos (SIEDLE
et al. 2003).

helenalina

partenolida encelina

Figura 12: Estrutura molecular de algumas lactonas sesquiterpénicas

bioativas.

O germacranolido furanoheliangolideo 15-deoxigoiazensolido (Figura 13)
€ uma lactona sesquiterpénica isolada de diversas espécies da subtribo
Lychnophorinae (tribo Vernonieae, familia das Asteraceae). Santos e
colaboradores (2004) demonstraram que o goiazensolido (Figura 13), outra
lactona com estrutura similar ao 15-deoxigoiazensolido contendo uma oxidagao
no carbono 15, era fortemente citotdxica a varias linhagens de células tumorais.

Além disso, furanoheliangolidos parecem modular o processo inflamatério
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através da inibicdo do fator de transcricdo nuclear NF-kB, por alquilacdo
seletiva da sua subunidade p65 (RUNGELER et al, 1999). Os
furanoheliangolidos mais potentes pertecem a classe do goiazensolido. A
centraterina (Figura 13) e o goiazensolido isolados de extratos glandulares de
plantas apresentam potente atividade anti-inflamatdria via inibicdo de NF-kB in
vivo (RUNGELER et al., 1999; SAKAMOTO et al., 2003).

Em estudos recentes do nosso grupo de pesquisa foi avaliada a
genotoxicidade do 15-deoxigoiazensolido utilizando linhagens de bactérias e
leveduras (Vasconcellos et al., 2007). Neste estudo, foi demonstrado que o 15-
deoxigoiazensolido € mutagénico em leveduras possivelmente devido a sua
intercalacdo no DNA e efeitos pro-oxidantes como deplegao de glutationa o que
exacerba o dano ao material genético. Esses efeitos e a similaridade estrutural
como o composto citotoxico goiazensolido sugerem que o 15-
deoxigoiazensolido também possua atividade em células tumorais, entretanto

nao existem dados na literatutra a esse respeito.

15-Deoxigoiazensolido Goiazensolido

Centraterina

Figura 13: Estrutura quimica de germacronolido furanoheliangolidos da classe

do goiazensolido.
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Devido as suas propriedades anticancer, as LST mostram-se grandes
promissoras para uso na quimioterapia. Os futuros desafios estdo focados,
principalmente, em duas alternativas: o uso “solo” dessas substancias como
agentes quimioterapicos, procurando diminuir seus efeitos toxicos e aumentar
seu potencial antineoplasico a partir do estudo de sua estrutura-atividade, e a
utilizacdo dessas moléculas associadas a outros quimioterapicos. Para tanto,
estudos pré-clinicos in vitro e in vivo sao necessarios para um melhor
esclarecimento do seu mecanismo de acao e de seus possiveis efeitos toxicos

no organismo.
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2 . OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral

Avaliar as propriedades anticancer da lactona sesquiterpénica 15-

deoxigoiazensolido, em modelos experimentais in vitro e in vivo.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade do 15-deoxigoiazensolido em diferentes
linhagens de células tumorais.

¢ Avaliar o mecanismo de agéo do 15-deoxigoiazensolido, utilizando
a linhagem tumoral HL-60 como modelo.

e Avaliagdo da atividade antitumoral in vivo e a toxicidade do 15-
deoxigoiazensolido em animais transplantados com tumor Sarcoma 180 e
carcinossarcoma de Walker 256.

e Avaliar o potencial alergénico do 15-deoxigoiazensolido em

camundongos.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Materiais utilizados
3.1.1. Equipamentos

e Agitador de placa, MLW modelo Thys 2

e Agitador vortex, AD8850

e Balancga analitica, GEHAKA AG200

e Balanca pra pesar animais, Filizola

e Banho-Maria, MOD. 105 DI DELLTA

e Centrifuga centimicro, FANEM Modelo 212

e Centrifuga de laminas, Shandon Shoutern Cytospin

e Centrifuga de placas Eppendorf, Modelo Centrifuge 5403

e Centrifuga excelsa Baby |, FANEM Modelo 206

e Citdbmetro de fluxo, Guava EasyCyte Mini

e Contador manual, Division of Bexton, Dickinson and Company

e Destilador de agua

e Deonizador de agua Mili-Q, Millipore

o Espectrofotdbmetro de placas, DTX 880 multimode detector, Beckman
Coulter

o Espectrébmetro de massas, Micromass, Quattro MicroTM

e Fluxo laminar, VECO

e HTS (High throuput screeing biomek 3000), Beckman Coulter

¢ Incubadora de células (CO2 Water-dacket Incubator), NUAIRES TS
Autoflow

e Microscopio de fluorescéncia, Olympus BX41

e Microscopio 6ptico, Metripex Hungray PZO-Labimex Modelo Studar lab

e Microscopio 6ptico de inversao, Nikon Diaphot

e Microtomo — SLEE - MANZ BR1

e Pipetas automaticas, Gilson
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3.1.2.

3.1.3.

Reagentes

Acido cloridrico (HCI), Vetec

Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), Proquimios
Bicarbonato de Sddio, Dinamica

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

Cloreto de sodio (NaCl), Vetec

Dimetilsulfoxido (DMSO), Vetec

Etanol, Vetec

Formaldeido, Dindmica

Fosfato de sddio, Labsynth

Hematoxilina 0,1%, Labsynth

Hidréxido de sédio (NaOH), VETEC

lodeto de propideo, Sigma

Meio de cultura para células RPMI ou DMEM, Cultilab
Metanol, Vetec

Rodamina 123, Sigma

Soro fetal bovino (SFB), Cultilab

Tripsina, Cultilab

Tris — Base, Proquimios

Triton X — 100, Isofar

Farmacos

5 — Fluorouracil, Sigma
Doxorrubicina, Sigma
Estreptomicina, Cultilab
Gentamicina, Novafarma

Penicilina, Cultilab
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3.1.4. Isolamento do 15-deoxigoiazensolido

O 15-deoxigoiazensolido (figura 13) foi isolado do extrato diclorometano
das folhas de Minasia alpestris através de cromatografia preparativa em CLAE
(ODS-Shimadzu, coluna 5.0mm°—250mm, MeOH-H20, A = 260 nm, fluxo de 8
mL/min). A estrutura da molécula isolada foi comparada a estrutura padrao por
RMN e espectrometria de massa de alta resolugdo conforme descrito em
estudo anterior (CROTTI et al., 2005). Todo esse procedimento foi realizado no
laboratério do Prof. Dr. Norberto Peporine Lopes do Departamento de Fisica e
Quimica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da

Universidade de Sao Paulo.

3.2. Células

3.2.1. Linhagens Celulares Utilizadas

As linhagens celulares utilizadas para avaliagdo da atividade citotoxica
foram obtidas do Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos — (NCI-EUA)

e estdo listadas quanto a origem e tipo histologico na tabela 2.

Tabela 2: Linhagens celulares tumorais utilizadas no ensaio de citotoxicidade

in vitro

Linhagem Tipo Histolégico Origem

CEM Leucemia linfocitica Humana

HL-60 Leucemia promielocitica Humana

K-562 Leucemia mielocitica crénica Humana

Molt-4 Leucemia linfoblastica Humana

HCT-8 Carcinoma de colon Humana
MDA-MB-435 Melanoma Humana

PC-3 Carcinoma de prostata Humana

B16 Melanoma Murina
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3.2.2. Tumores Experimentais

As linhagens celulares dos tumores Sarcoma 180 e Carcinossarcoma de
Walker foram fornecidas pelo Laboratério de Oncologia Experimental do

Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara.

3.3. Animais

Foram utilizados Camundongos Swiss machos de 7 a 10 semanas de
vida, pesando entre 25 e 30g, e ratos albinos Wistar fémeas, pesando de 120 a
140g, provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia
da Universidade Federal do Ceara (UFC), mantidos em col6nia fechada no
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC. O protocolo de estudo foi
aprovado no Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do

Ceara.

3.4. Experimentos in vitro
3.4.1. Teste de Citotoxicidade in vitro - Ensaio do MTT
3.4.1.1. Manutenc¢ao das Células

As linhagens celulares foram cultivadas em frascos plasticos para cultura
(75 cm?, volume de 250 mL); foi utilizado o meio de cultura RPMI 1640
complementando com 10% de soro fetal bovino e 1 % de
penicilina/streptomicina. As células foram incubadas em estufa a 37°C com
atmosfera de 5 % de CO,, tendo sido observado o crescimento celular com
ajuda de microscopio de inversdo a cada 24 h, quando necessario as células
eram repicadas em meio de cultura novo, numa concentracdo de 0,5-1,0 x 10°
células/mL (BUTLER & DAWSON, 1992).

48



49
3.4.1.2. Ensaio do MTT

Este ensaio é utilizado para determinar citotoxicidade, proliferagcao e
ativacdo celular. E uma analise colorimétrica que quantifica indiretamente as
células viaveis, baseada na conversao do sal 3-(4,5-dimetiltiazol-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H tetrazolina bromida (MTT), um composto de cor amarela, a formazan,
de coloragdo purpura, pela atividade da enzima succinil-desidrogenase

presente nas mitocdndrias ativas das células vivas (MOSMANN, 1983).

3.4.1.2.1. Procedimento Experimental

As células em suspensdo ou monocamadas foram plaqueadas em
multiplacas de 96 cavidades numa densidade de 0,3 x 10° células/mL, para
células suspensas e 1 x 10° células/mL para células aderidas. O 15-
deoxigoiazensolido, assim como a doxorrubicina, foi incubado durante 72 h
juntamente com a suspensao de células. Apds o periodo de 69 h de incubagéo,
as placas foram centrifugadas (1500 rpm/15 min), e o sobrenadante foi
descartado. Cada cavidade recebeu 200 uL da solugédo de MTT a 0,5 mg/mL,
tendo sido reincubada por mais 3 h, em estufa a 37°C e 5 % CO.,. Apds esse
periodo, as placas foram novamente centrifugadas (3000 rpm/10min), o
sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi resuspendido em 150 uL de
DMSO. Para a quantificacdo do sal reduzido nas células vivas, as absorbancias
foram lidas com o auxilio do espectofotdmetro de placa, no comprimento de
onda de 595 nm.

3.4.1.2.2. Analise dos Dados

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos
erros-padréo. Foi plotado o grafico absorbancia x concentragdo e determinado
as suas Clsp (concentragao inibitéria média capaz de provocar 50 % do efeito
maximo) e seus respectivos intervalos de confianca (IC 95%) realizado a partir

de regressao nao-linear no programa GraphPad Prism.
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3.4.2. Anadlise dos Efeitos Celulares em HL-60 - Determinacao do

Mecanismo de Agao
3.4.2.1. Viabilidade Celular - Exclusao por Azul de Tripan

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

observar uma coloragdo azulada nas células mortas.

3.4.2.1.1. Procedimento Experimental

Células da linhagem HL-60, na concentracdo de 0,3 x 10° células/mL,
foram incubadas por 24 h com o 15-deoxigoiazensolido e examinadas ao
microscopio de inversdo. Foram utilizadas as seguintes concentragdes 0,25;
0,5 e 1 ug/mL. Foi retirado 90 uL da suspenséao de células e adicionado a 10 uL
do azul de tripan. As células viaveis e as nao viaveis foram diferenciadas e
contadas em camara de Newbauer. A Doxorrubicina (0,3 ug/mL) foi usada

como controle positivo (como descrito em Veras et al., 2004).

3.4.2.1.2. Analise dos Dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrao da média
de n experimentos. Para verificagdo da ocorréncia de diferengas significativas
entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de
variancia (ANOVA) seguida de Student Newman Keuls, com nivel de
significancia de 5 % (p < 0,05).
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3.4.2.2. Inibigao da Sintese de DNA - BrdU

A bromodeoxiuridina (BrdU) € uma base nitrogenada analoga a Timidina.
Quando as células estéo sintetizando DNA o BrdU é incorporado no lugar da
timina. A detecgdo do BrdU incorporado nas células ¢é feita por

imunocitoquimica.

3.4.2.2.1. Procedimento Experimental

Trés horas ap6s a adigdo do BrdU na cultura de células HL-60 (0,3 x 10°
cels/mL), laminas para cada amostra foram preparadas e postas para secar por
2 h. Apds o periodo de secagem foram fixadas em metanol: acido acético
(7:1,5) por 5 minutos. As células foram lavadas com tampao Tris (TBS) e
incubadas em solugdo desnaturante por 90 minutos a 70°C e pH 7,4. Apés uma
segunda lavagem com TBS, as células foram circuladas com caneta
hidrofobica e incubadas com anticorpo primario e deixadas na geladeira
durante a noite em camara umida. As células foram incubadas com anticorpo
secundario biotinado por 20 minutos e, em seguida, com a solugdo de
estreptavidina-fluoresceina por mais 20 minutos. Foi adicionado o cromogeno
DAB por 1-5 minutos e, em seguida, removido com &gua destilada. A
contracoloragao das células foi realizada com hematoxilina da Hanks a 0,1%
(como descrito em Veras et al., 2004). Foram utilizadas as seguintes
concentragdes: 0,25, 0,5 e 1 ug/mL. A Doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada

como controle positivo

3.4.2.2.2. Analise dos Dados

Duzentas células foram contadas diferenciando-as entre nucleo marrom
(incorporaram o BrdU) e ndo-marrom. O percentual de células marcadas em
marrom entre os diferentes grupos foi comparado por ANOVA seguida de

Student Newman Keuls com nivel de significancia de 5 % (p < 0,05).
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3.4.2.3. Coloragao Diferencial por Brometo de Etidio/Laranja de Acridina

O método de coloragdo pelo brometo de etidio / laranja de acridina
(McGAHON et al., 1995) permite diferenciar células viaveis daquelas em
processo de morte por apoptose ou necrose através da coloragao diferencial
por fluorescéncia e baseia-se na revelagdo das células (controle e tratadas)
com a concentracdo de brometo de etidio (BE) e laranja de acridina (LA) ao
nivel do nucleo. A laranja de acridina intercala-se ao DNA, conferindo
aparéncia verde ao nucleo celular, sendo capaz de atravessar membranas
intactas. O brometo de etidio é incorporado majoritariamente por células ndo
viaveis (com instabilidade de membrana), intercalando-se ao DNA corando-o
de laranja; ligando-se fracamente ao RNA, que se mostrara com uma coloragéo
vermelha. As células viaveis com membrana intacta apresentaram nucleo
uniformemente corado de verde pela LA; O BE marca muito fracamente ou
muitas vezes ndo marca, pois dificiimente atravessa a membrana né&o lisadas.
As células em apoptose inicial (membrana ainda intacta) apresentaram
manchas verdes brilhantes no nucleo (condensagdo da cromatina) e nao sao
marcadas por BE; morfologicamente observam-se alteragdes da membrana em
decorréncia da formagao de corpusculos apoptoticos. As células em necrose
(lesdo de membrana) apresentam um padrdo de coloragdo uniforme, laranja-
avermelhada e ndo ha formacdo de corpos apoptoticos. Possivelmente, as
membranas plasmaticas permanegam intactas durante o fendmeno apoptético
até os ultimos estagios quando se tornam permeaveis aos solutos normalmente
retidos (KUMMAR et al., 2004).

3.4.2.3.1. Procedimento Experimental

Foram utilizadas as seguintes concentragdes: 0,25, 0,5 e 1 ug/mL. A
Doxorrubicina (0,3 ug/mL) foi usada como controle positivo. Apos a incubagao
(24 h), a suspensao de células foi transferida para um tubo eppendorf e
centrifugada por 3 min em baixa rotagdo. O sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspendidas em 20 uL de solugéo de PBS. Em seguida, 1 pL

da solucao de BE:LA foi adicionado a cada tubo e uma aliquota dessas células
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transferido para uma lamina e montado com laminula e em seguida levadas ao
microscopio de fluorescéncia para observagcdo dos eventos celulares (como
descrito em GENG et al., 2003).

3.4.2.3.2. Analise dos Dados

Foram contadas 300 células, em duplicata, cada amostra para a
quantificacdo percentual de cada evento celular (viaveis, necroéticas e
apoptéticas) e montadas laminas que foram fotografadas para o registro visual
dos efeitos. O percentual de células viaveis, necroéticas ou apoptoticas entre os
diferentes grupos foi comparado por ANOVA seguida de Student Newman

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

3.4.2.4. Determinagcao da Integridade de Mambrana por Citometria de

Fluxo

A analise 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 (IP), hidrofilico, penetrar em célula cuja membrana esteja
rompida e apds a ligagdo ao DNA emitir alta fluorescéncia quando € excitado
pelo laser de argbénio (488 nm). A célula com membrana integra emite baixa
fluorescéncia. Deste modo, este método permite avaliar a viabilidade celular
através da verificacdo da integridade da membrana plasmatica (MACKLIS &
MADISON, 1990).

3.4.2.4.1 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 ng/mL) foi usada como controle positivo em todos os experimentos. O
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controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSQO) usado para diluir a

substancia.

As células HL-60 foram plaqueadas na densidade de 3 x 10° células/mL
com diferentes concentragdes do 15-deoxigoiazensolido (0,5 ug/mL e 1 pg/mL).
Uma aliquota de 50 puL foi recolhida 24 h apds a incubagdo com a substancia.
As células foram diluidas com a solugéo de PI (2 ug/mL em PBS), na auséncia
de luz e a 37 °C, e, apés 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.

3.2.4.4.2. Analise dos Dados

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

3.2.4.5. Determinacgao do Potencial Transmembranico da Mitocondria

A mitocOndria é responsavel pela iniciagdo da via intrinseca da
apoptose. Quando bcl-2/xl é liberado da membrana externa da mitocdndria,
forma-se um poro permitindo a saida de H*, causando despolarizacéo
mitocondrial, e também seguida de fatores como citocromo ¢, Smac/Diablo,
dentre outros. A rodamina 123, um corante fluorescente nucleofilico, é
sequestrado pra dentro da mitocdndria 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 mitocondrias despolarizadas terao

menor afinidade pelo corante, gerando eventos que emitirdo menor
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fluorescéncia. Deste modo, este ensaio foi utilizado para a investigagao da
apoptose por parte da substancia em estudo através da observacdo da
alteragcdo do potencial transmembranico mitocondrial (MARCHETTI et al.,
1996).

3.2.4.5.1. Procedimento Experimental

A determinagao do potencial transmembranico da mitocéndria da célula
foi avaliada por citometria de fluxo utilizando a rodamina 123 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 (DMSO)

usado para diluir a substancia.

As células HL-60 foram plaqueadas na densidade de 3 x 10° células/mL
com diferentes concentragdes do 15-deoxigoiazensolido (0,5 ng/mL e 1 ng/mL).
Uma aliquota de 50 puL foi recolhida 24 h apds a incubagdo com a substancia.
As células foram diluidas com a solugdo de rodamina 123 (1 ug/mL em PBS),
na auséncia de luz e a 37°C, e, apés 15 minutos. Apds o periodo de incubacao
as células foram centrifugadas e o precipitado foi ressuspendido em PBS e
reincubado por 30 minutos e, entdo, 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.

3.2.4.5.2. Analise dos Dados

Os dados foram analisados a partr da média + E.P.M. de n
experimentos. Para verificacado 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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3.2.4.6. Determinagao do Conteudo de DNA Nuclear da Célula

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 em DNA nuclear de uma populagdo 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
Pl 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).

3.2.4.6.1. Procedimento Experimental

A determinacido 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 (DMSO) usado para diluir a substancia.

As células HL-60 foram plaqueadas na densidade de 3 x 10° células/mL
com diferentes concentragcdes do 15-deoxigoiazensolido (0,5 ug/mL e 1 pg/mL).
Uma aliquota de 50 L foi recolhida 24 h apds a incubagdo com a substancia.
As células foram diluidas com a solugao de lise contendo o PI (0,1 % de citrato
de sodio, 0,1 % de triton X-100 e 2 pug/mL iodeto de propideo em PBS), na
auséncia de luz e a 37°C, e, apés 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.
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3.2.4.6.2. Analise dos Dados

Os dados foram analisados a partr da média + E.P.M. de n
experimentos. Para verificacado 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 utilizagédo do

programa GraphPad Prisma versao 5.0.

3.5. Experimentos in vivo
3.5.1. Manutengdo dos Tumores
3.5.1.1. Sarcoma 180

Os animais doadores de tumor foram sacrificados por deslocamento
cervical apos 10 dias do implante tumoral. Foram retiradas as células tumorais
da cavidade peritoneal utilizando seringa estéril. Em seguida o conteudo
aspirado foi colocado em tubo cénico, com 1 % de gentamicina. O material
coletado, uma vez homogeneizado, foi corado com azul de tripan e colocado
em camara de Neubauer para avaliar a viabilidade e fazer a contagem celular.
O homogenato foi diluido para a concentracdo de 2,0 X 10° células
tumorais/mL e inoculado 500 pL por via subcutdnea em camundongos swiss.
Apds 10 dias de evolugdo, o tumor foi retirado dos animais doadores e o

procedimento acima referido foi repetido.

3.5.1.2. Carcinossarcoma de Walker 256

Foi utilizado o carcinossarcoma de Walker 256 com 8 a 10 dias de
implante em ratos albinos Wistar. O rato doador ou de manutengédo foi
sacrificado com éter etilico e feita na regido do tumor assepsia com alcool
iodado. Em seguida foram realizadas a incisdo com remogao da epiderme do
animal e posterior retirada do tumor através de pinga e tesoura. O tumor foi

colocado em placa de Petri contendo solugéo de Ringer lactato com 1 % de
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gentamicina. Apds a retirada de partes necrosadas, foram selecionados
fragmentos tumorais de aproximadamente 2 a 3 mm de didmetro, sendo estes
transferidos para outra placa de petri contendo a mesma solugdo. Os
fragmentos tumorais foram triturados com tesoura, peneirados e a solugao
restante foi submetida ao teste de viabilidade celular por azul de tripan e
colocado em camara de Neubauer para avaliar a viabilidade e fazer a
contagem celular. O homogenato foi diluido para a concentragdo de 1,0 X 10°
células tumorais/mL e inoculado 1 mL por via subcutdnea em ratos Wistar.
Apos 10 dias de evolucdo, o tumor foi retirado dos animais doadores e o

procedimento acima referido foi repetido.

3.5.2. Experimentos com Sarcoma 180
3.5.2.1. Avaliagao da Sobrevida e do Crescimento Tumoral

Para implantacdo do tumor sélido, 0,5 mL da solucdo preparada
contendo células do tumor Sarcoma 180 foi injetado via subcutédnea na axila
esquerda de cada camundongo. Os animais foram inoculados com 1,0 X 10°
células, em seguida foram divididos aleatoriamente em grupos (n=10) e
tratados apdés 24 horas com doses de lactona por via intraperitoneal nas
concentracdes de 5, 10, 25 e 50 mg/m? (1,67, 3,34, 8,36 e 21,45 mg/Kg),
enquanto o controle negativo recebeu o veiculo utilizado para solubilizagao da
droga (DMSO 2 %). Houveram ainda 6 reforgcos das mesmas doses de lactona
em dias alternados, sendo ainda medido o volume do tumor até a sua morte,
quando foram retirados tumor, bago, figado e rins para avaliagéo

histopatoldgica.

O tratamento das substancias testadas foi realizado de acordo com o

calculo da superficie corporal:

Superficie (m?) = 0,008416 VP(Kg) x h(cm)
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onde:
P = peso do animal

h = cumprimento do animal da cabega ao inicio da cauda

O volume do tumor (mm?) foi calculado a partir da férmula:

Volume do tumor (cm?) = (D x d?)/2

onde:
D = didmetro maior (cm)

D = didmetro menor (cm)

3.5.2.2. Avaliagao da Atividade Antitumoral

Quatro grupos de camundongos foram inoculados com 2 x 10° células
tumorais por via subcutédnea na regido axilar. Vinte e quatro horas apds a
inoculagdo das células, os animais foram tratados com 5 mg/m? (1,67 mg/Kg),
e 10 mg/m? (3,34 mg/Kg) de lactona, 50 mg/m? (21,45 mg/Kg) de 5-FU
(controle positivo) e veiculo (controle negativo) respectivamente durante 7 dias
consecutivos por via intraperitoneal. Dez dias apds o inicio do tratamento, os
animais foram sacrificados para a pesagem do tumor, bacgo, figado e rins e

posterior analise histopatoldgica.

O percentual de inibicdo do crescimento tumoral foi feito de acordo com

a formula:

% de inibigdo= [A — B/ A] x 100

onde;
A: é a média dos pesos dos tumores do grupo controle;
B: € a média dos pesos dos tumores do grupo tratado.
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3.5.2.3. Analise Histopatologica

Ao final de cada experimento foram retirados os 6rgaos: baco, figado,
rins, além do tumor e armazenados em formaldeido 10 % para posterior exame
histolégico. Os materiais foram cortados em pequenos fragmentos e
submetidos a desidratagdo e diafanizagdo, e em seguida cortados, numa
espessura de 5 um. Foram realizadas colora¢cdes de hematoxilina-eosina (HE)

e as laminas analisadas através de um microscépio optico.

As laminas usadas em nosso estudo foram confeccionadas pelo

Departamento de Patologia da Universidade Federal do Ceara.

3.5.3. Experimentos com Carcinossarcoma de Walker 256
3.5.3.1. Avaliagao da Atividade Antitumoral

Quatro grupos de ratos Wistar foram inoculados com 1,0 x 10° células
tumorais por via subcutdnea na regidao axilar. Vinte e quatro horas apds a
inoculagao das células, os animais foram tratados com 5 mg/Kg e 10 mg/Kg de
lactona, 10 mg/Kg de 5-FU (controle positivo) e veiculo (controle negativo)
respectivamente durante 7 dias consecutivos por via intraperitoneal. Dez dias
apos o inicio do tratamento, os animais foram sacrificados para a pesagem do

tumor, figado, rins e baco.

O percentual de inibicdo do crescimento tumoral foi feito de acordo com

a mesma férmula descrita acima.

3.5.4. Analise Estatistica

Os dados dos pesos dos tumores e o6rgaos foram comparados por
ANOVA seguida de Student Newman Keuls, considerando um nivel de
significancia de 5 %. Para analise da sobrevida foi utilizado o teste de Kaplan

Meyer e a curvas obtidas comparadas através do Xz_
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3.5.5. Determinagao da Sintese de IgE Anti-Lactona

3.5.5.1. Imunizagao dos Animais

Para avaliar o potencial alergénico da lactona sesquiterpénica 15-
deoxigoiazensolido, trés grupos de 5-7 camundongos “Swiss” fémeas com 25 a
30 g foram utilizados para o experimento, sendo o primeiro grupo imunizado
pela via subcutdnea com 100 pg de lactona, aplicando-se um reforgo da
mesma dose 21 dias apds a primeira imunizagdo. O grupo controle positivo
utilizou-se a Ovalbumina e o grupo controle negativo foi utilizado solugéo salina

0,9 %. A coleta de sangue foi realizada no 28° dia.

3.5.5.2. Obtengao dos Antissoros

As amostras de sangue foram coletadas com pipetas Pasteur por
puncdo no plexo retro-orbital dos camundongos. O sangue foi deixado em
repouso durante uma hora a temperatura ambiente para a retragdo do coagulo
apos o que o soro foi recolhido e centrifugado a 3.000 g por 5 minutos para que
as hemacias fossem separadas e desprezadas. Em seguida, o antissoro obtido

foi armazenado a 20°C.

3.5.5.3. Sorologia: Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Os antissoros foram submetidos ao teste de ELISA indireto
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) de acordo com Pereira e Guedes
(2005). Para esse ensaio, as placas de marca “Cultilab” foram sensibilizadas
com 10 pug de Ovalbumina diluida em 100 uL de solug&o salina em cada pogo
ou 10 ug de 15-deoxigoiazensolido diluido em 100 uL de agua destilada
contendo 2 % de DMSO. As placas foram incubadas por 18 horas a uma
temperatura de 4°C. Em seguida, as placas foram lavadas com solugdo de
lavagem (salina de NaCl 0,9 % contendo Tween-20 a 0,05 %) e bloqueadas por

2 h a uma temperatura de 37°C em solugdo de bloqueio (solugdo salina
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contendo 5 % de leite Molico). Apds a lavagem das placas, foi realizada uma
diluicdo seriada dos antissoros obtidos dos camundongos imunizados, sendo a
dilui¢cdo inicial 1:10 em 200 pL de solugdo de bloqueio nos devidos pogos e as
placas foram incubadas por 18 horas a uma temperatura de 4°C. As placas
foram novamente lavadas com solugdo de lavagem e em seguida cada pogo foi
adicionado o conjugado IgE anti-mouse ligado a peroxidase, em uma diluicdo
de 1:500 em solugao de bloqueio a uma temperatura de 37°C. Em seguida, as
placas foram lavadas com solug¢ao salina 0,9 % contendo Tween-20 0,05 %. A
revelagao foi desenvolvida pela a adicdo de orthophenylenediamine (OPD)
apos a placa ter sido incubada por 20 minutos a temperatura de 37°C. A
intensidade da reagdao foi avaliada espectofotometricamente em um
comprimento de onda de 490 nm com um espectofotometro BECKMAN
COUTER.

3.5.5.4. Analise dos Resultados

Os dados das absorbancias dos trés grupos foram comparados por
ANOVA seguida de Student Newman Keuls, considerando um nivel de

significancia de 5 %.
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4. RESULTADOS
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4.1. Estudos in vitro
4.1.1. Teste de Citotoxicidade in vitro - Ensaio do MTT

O potencial citotoxico da lactona sesquiterpénica 15-deoxigoiazensolido
foi avaliado em oito linhagens de células tumorais (HL-60, CEM, K-562, Molt-4,
HCT-8, MDA-MB-435, PC3 e B-16) através do método do MTT, apds 72 horas
de exposicao. A tabela 3 apresenta os valores de Clsg obtidos. O 15-
deoxigoiazensolido mostrou potente atividade antitumoral em todas as
linhagens testadas com Clsy variando de 0,09 ug/mL na linhagem CEM a 0,56
ug/mL na linhagem K-562. Importante ressaltar a linhagem MDA-MB-435 por
ter a maior sensibilidade a lactona quando comparado a doxorrubicina (controle
positivo). Para este ensaio, foram consideradas ativas aquelas substancias que
apresentaram Clso < 4 ng/ml (FAVARO et al., 1990).
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Tabela 3: Atividade citotoxica da lactona sesquiterpénica 15-
deoxigoiazensolido em linhagens de células tumorais apos 72 horas de
incubacao. A tabela apresenta os valores de Clsg € seus respectivos intervalos
de confianca (IC 95%) obtidos por regressdo nao-linear através do programa

GraphPad Prism. Doxorubicina foi usada como controle positivo.

Doxorrubicina 15-deoxigoiazensolido
Linhagem
Clso (ng/mL) Clso (ng/mL)
0,02 0,09
CEM
0,01 -10,02 0,08 -0,10
0,02 0,12
HL-60
0,01 -0,02 0,11-0,12
0,14 0,56
K-562
0,09 - 0,22 0,41-0,76
0,14
Molt-4 n.t.
0,11 -0,17
0,04 0,10
HCT-8
0,03 -0,05 0,09-0,10
0,48 0,18
MDA-MB-435
0,34 - 0,65 0,03-0,94
0,24 0,39
PC-3
0,38 - 0,68 0,24 - 0,63
0,03 0,45
B16
0,02 -0,04 0,32 -0,63

n.t.=nao testado
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4.2. Analise dos Efeitos Celulares em HL-60 - Determinagao do

Mecanismo de Agao
4.2.1 - Viabilidade Celular em HL-60

A analise da viabilidade celular em linhagem leucémica de HL-60 por
exclusado de azul de tripan, depois de 24 horas de exposicdo, demonstra que a
lactona sesquiterpénica 15-deoxigoiazensolido causou uma significante
reducao (p < 0,05) no numero de células viaveis nas concentragbes de 0,25,
0,5 e 1,0 ug/mL de 24,0; 32,3 e 53,5 %, respectivamente (Figura 14). A
doxorrubicina foi testada como controle positivo na concentragéo de 0,3 ug/mL

causando 38,5 % de redugao no numero de células viaveis para HL-60.

No. de Células (x10*cels./mL)
&

C D 025 05 10 (ug/mL)
15-deoxigoiazensolido

Figura 14: Efeito do 15-deoxigoiazensolido na viabilidade das células
leucémicas HL-60, determinado por exclusdo de azul de tripan depois de 24
horas de incubacgao. O controle negativo foi realizado na presenga do veiculo
usado para diluir a droga (C). Doxorrubicina (0,3 pug/mL) foi usada como
controle positivo (D). Os dados correspondem a media + E.P.M. de trés
experimentos independentes. * p < 0.05 comparado com o controle por ANOVA

seguido por Student Newman Keuls test.
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4.2.2. Inibicao da Sintese de DNA — Incorporag¢ao de BrdU

Neste ensaio, foi avaliada a capacidade proliferativa das células tratadas
em comparagao as nao-tratadas pela incorporagao de BrdU no DNA. A figura
15 apresenta o efeito do 15-deoxigoiazensolido na inibicdo da sintese de DNA
em células leucémicas (HL-60) depois de 24 horas de exposicdo. A
concentragédo de 1,0 ug/mL inibiu 33,4 % da sintese de DNA (p < 0,05). Nas
concentragdes de 0,5 ug/mL e 0,25 pug/mL néo houve inibicéo significativa da
sintese de DNA. A doxorrubicina (0,3 pug/ml) foi usada como controle positivo e

causou inibicdo de 37,3 % da sintese de DNA.

g —
g a0t . s
5ﬂ|
Ei
@ 20¢

0_

C D 025 05 1 (pg/mlL)
15-Deoxigoiazensolido

Figura 15: Efeito do 15-deoxigoiazensolido na incorporacdo do 5-bromo-2°-
deoxiuridina (BrdU) em células leucémicas HL-60 depois de 24 horas de
incubacédo. O controle negativo foi realizado na presenga do veiculo usado para
diluir a droga (C). Doxorrubicina (0,3 pug/mL) foi usada como controle positivo
(D). Os dados correspondem a media + E.P.M. de trés experimentos
independentes. * p < 0.05 comparado com o controle por ANOVA seguido por

Student Newman Keuls test.
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4.2.3. Analise Morfolégica — Coloracao Diferencial por Brometo de

Etidio/Laranja de Acridina

Apos as células leucémicas HL-60 terem sido tratadas com 0,25, 0,5 e
1,0 ug/mL da lactona sesquiterpénica por 24 horas, ocorreu um significante
aumento do numero de células apoptdéticas (Figura 16). A apoptose induzida
pelo 15-deoxigoiazensolido ocorreu de forma dependente da concentragao (p <
0,05). Da mesma forma, as células tratadas com doxorrubicina apresentaram
caracteristicas de células apoptdoticas. O controle experimental apresentou

ocasionais células apoptéticas e raras células necréticas.

100
75__ *
[72]
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3 X 50
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25+ .
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C D 0.25 05 1.0 (ug/mL)
15-Deoxigoiazensolido
B viaveis [ Apoptéticas Necréticas

Figura 16: Efeito do 15-deoxigoiazensolido em células leucémicas HL-60,
analisado pela coloragéo por Brometo de Etidio/Laranja de Acridina depois de
24 horas de incubagdao. O controle negativo foi realizado na presenga do
veiculo usado para diluir a droga (C). Doxorubicina (0,3 pg/mL) foi usada como
controle positivo (D). Os dados correspondem a media + E.P.M. de trés
experimentos independentes. * p < 0.05 comparado com o controle por ANOVA

seguido por Student Newman Keuls test.
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4.2.4. Determinacgao da Integridade de Membrana por Citometria de Fluxo

Neste ensaio, as células da linhagem HL-60 tratadas com a lactona
sesquiterpénica e o controle sao incubados com iodeto de propideo, que emite
fluorescéncia e € capaz de se ligar ao DNA, desde que a membrana plasmatica
da célula esteja danificada permitindo a entrada desse composto para o
citoplasma. Como mostra a figura 17A, a integridade da membrana plasmatica
foi alterada pelo 15-deoxigoiazensolido na concentragdo de 1 upg/mL de
solugcdo. Nao houve alteragdo da integridade da membrana na dose de 0,5
ug/mL. Nao foi observada redugado significativa do numero de células na

concentragdes testadas (figura 17B).
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Figura 17: Viabilidade das células da linhagem HL-60 tratadas com 15-
deoxigoiazensolido avaliada por citometria de fluxo. A — Porcentagem da
integridade da membrana; B — Numero absoluto de células viaveis. As células
foram tratadas com iodeto de propideo e a leitura foi feita numa faixa de
comprimento de onda de 560-580nm. Os dados correspondem a media +
E.P.M. de dois experimentos independentes. * p < 0,05 ANOVA seguida de
Student Newman Keuls.
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4.2.5. Determinagao do Conteudo de DNA Nuclear da Célula

Nesse ensaio, as células da linhagem HL-60 dos grupos controle e
tratados com o 15-deoxigoiazensolido foram incubadas com uma solugao
contendo triton X-100 e iodeto de propideo. O Triton X-100 lisa a membrana
celular e o lodeto de propideo se liga no DNA. As células contendo nucleos
integros emitem alta fluorescéncia, e as células com condensacdo da
cromatina e DNA fragmentado emitem baixa fluorescéncia. Como pode ser
observado na tabela 4, a fragmentagdo de DNA aumentou de 1,46 % no grupo
controle para 9,79 % no grupo tratado na concentragdo de 1 ug/mL. Alem
disso, na fase Go/Gi, observamos uma diminuicdo de 44,92 % no grupo
controle para de 35,94 % em células tratadas na concentragao de 1 ug/mL de

15-deoxigoiazensolido. A figura 18 ilustra os resultados obtidos.

Tabela 4 — Analise do Ciclo Celular/conteudo de DNA por citometria de fluxo.
As células HL-60 foram tratadas com Doxorrubicina (controle positivo), e 15-
Deoxigoiazensolido em diferentes doses. Os dados representam a meédia de

trés experimentos.

substancia concentragao | Sub G,/G; Go/G, S G,/M
24,42 +
Controle - 1,46 £ 0,33 44,92 + 1,91 | 22,00 +3,28 144
Doxorrubicina 0,3 pg/mL 66,74 £ 3,51° | 19,66 £ 5,42% | 9,46 + 6,58 | 2,69 * 1,03
21,42 + 20,61 +
Lactona 0,5 pug/mL 2,30 +0,82 46,22 + 2,41
4,25 3,39
23,48 + 26,68 +
Lactona 1,0 yg/mL 9,79 £ 5,58 | 35,94 £ 5437
4,43 3,32

@ p < 0,01 comparado ao controle pelo teste ANOVA seguindo do Teste de

Dunnet.
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Figura 18: Histogramas do DNA obtidos por citometria de fluxo. As células HL-

60 foram tratadas com DMSO (A),

Doxorrubicina 0,3 ug/mL (B),

15-

deoxigoiazensolido 0,5 ug/mL (C), 15-deoxigoiazensolido 1 ug/mL (D). A
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4.2.6. Despolarizagao da Mitocéndria

Nesse ensaio, as células foram incubadas com rodamina 123, um
corante catidnico e permeavel a membrana celular que é sensivel a alteragdes
no potencial transmembranico da mitocondria. O 15-deoxigoiazensolido na
concentragcdo de 1 pg/mL mostrou-se capaz de induzir despolarizagéo
mitocondrial, enquanto que a dose de 0,5 ug/mL ndo apresentou a mesma
atividade (Figuras 19 e 20).

Rodamina
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®
70 - —_
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% despolarizagéo da mitocdndria
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Figura 19: Avaliagdo da despolarizagdo da mitocéndria por citometria de fluxo
em células da linhagem HL-60 tratadas com 0,5 ug/mL e 1 pg/mL de 15-
deoxigoiazensolido. Cinco mil eventos foram avaliados em cada experimento.
Os resultados foram mostrados como a média e o erro obtidos de 2
experimentos. A Doxorrubicina (0,3 ug/mL) foi usada como controle positivo. * p
< 0,05 ANOVA seguida de Student Newman Keuls.
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Figura 20: Histogramas da despolarizacdo da mitocondria obtidos por
citometria de fluxo. As células HL-60 foram tratadas com DMSO (A),
Doxorrubicina 0,3 ug/mL (B), 15-deoxigoiazensolido 0,5 ug/mL (C), 15-
deoxigoiazensolido 1 ug/mL (D). A fluorescéncia foi medida pelo canal FL2
(660-580 nm) que captura a fluorescéncia laranja avermelhado do
lodeto de propideo. Foram contados cinco mil eventos/amostra.
Mitocondrias despolarizadas. H Mitocondrias normais. H
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4.3. Experimentos in vivo
4.3.1. Estudos com Sarcoma 180
4.3.1.1. Avaliacao da Sobrevida e do Crescimento Tumoral

A figura 21 mostra a curva de sobrevida dos animais tratados com o 15-
deoxigoiazensolido em diferentes doses. Apesar de observarmos uma
tendéncia na diminuicdo da sobrevida dos grupos tratados com a maior dose
(50 mg/m? ou 21,45 mg/Kg), ndo houve diferenca estatistica entre as médias
de sobrevida em relagdo ao grupo controle. A figura 22 mostra que o 15-
deoxigoiazensolido exerce um efeito dose-resposta de inibicdo do crescimento
tumoral. Apds 15 dias do inicio do tratamento, o grupo controle apresentou um
volume tumoral de 10,41 + 1,26 cm3, enquanto que os animais tratados com o
15-deoxigoiazensolido nas doses de 5, 10, 25 e 50 mg/m? (1,67, 3,34, 8,36 e
21,45 mg/Kg) mostraram uma inibicdo de 43.48 + 10.81%, 72.10 + 5.44% (p <
0,05), 79.60 + 6.54% (p < 0,05), 88.19 + 6.29% (p < 0,05) no volume tumoral

respectivamente.
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Figura 21: Curva de Sobrevida de camundongos inoculados com sarcoma 180
submetidos ao tratamento de diferentes doses da lactona sesquiterpénica 15-
deoxigoiazensolido. As doses foram administradas em dias alternados num

total de 6 aplicagbes. A sobrevida foi analisada pelo programa de Kaplan-

Meyer.
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Figura 22: Curva do crescimento tumoral do sarcoma 180 em camundongos
tratados com diferentes doses de Lactona Sesquiterpénica 15-

deoxigoiazensolido (* p < 0,05).
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4.3.1.2. Avaliagao da Atividade Antitumoral

A figura 24 mostra o peso do tumor dos animais tratados com 5 e 10
mg/m? (1,67 e 3,34 mg/Kg) de lactona durante 7 dias consecutivos. O grafico
revela que os animais tratados com 10 mg/m? tiveram o peso do tumor 49,39 %
menor que o controle negativo. O grupo controle (5-FU 50 mg/m?) positivo
também obteve o peso do tumor menor que o peso do tumor do grupo controle
(44,30 %). Nao houve diferenca estatistica entre o peso dos 6rgéos (figado,

baco e rim) (figura 23).
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Figura 23: Peso tumor sarcoma 180 (A), Figado (B), Rins (C) e Baco (D) de
camundongos tratados durante 7 dias consecutivos com 5 mg/m? e 10 mg/m?
da lactona sesquiterpénica 15-deoxigoiazensolido. Apdés 10 dias do inicio de
tratamento os animais foram sacrificados e o tumor e 6rgaos retirados para
pesagem. O 5-FU (50 mg/m?) foi utilizado como controle positivo. * p < 0,05,
ANOVA seguida de Student Newman Keuls.
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4.3.1.3. Avaliacao da Toxicidade e das Alteragoes Histopatologicas

No grupo tratado com 5 mg/m? durante 7 dias consecutivos, o baco
apresentou aspecto normal. No rim constatou-se estrutura glomerular normal e
hemorragia glomerular, além de trechos hemorragicos e discreta tumefacéo
turva do epitélio dos tubulos proximais e distais. O figado apresentou
tumefacdo turva dos hepatdcitos em graus variados, focos inflamatorios,

hiperplasia das células de kupffer e esteatose em microgotas (Figura 24B).

No grupo tratado com 10 mg/m? durante 7 dias consecutivos o baco
apresentou aspecto normal. No rim observou-se hemorragia glomerular e
tubular, tumefagdo turva do epitélio tubular e raros cilindrohialinos, alem de
necrose tubular aguda focal (Figura 24D). No figado, verificou-se congestéo
portal e da veia centrolobular, tumefagdo turva dos hepatécitos em graus
variados, focos inflamatorios e hiperplasia das células de kupffer; além de

esteatose de microgotas e necrose focal dos hepatécitos (Figura 24C).

O figado é vulneravel a uma grande variedade de insultos metabdlicos,
téxicos, microbianos, circulatérios e neoplasicos. Ele apresenta um repertério
limitado de respostas a esses eventos nocivos. Em nosso experimento, nos
dois grupos tratados observou-se a resposta hepatica de degeneragéo e
acumulo intracelular, caracterizada, pela tumefagao turva dos hepatdcitos e
pela esteatose de microgotas (acumulo intracelular de pequenas goticulas de
gordura). Por fim, constatou-se a morte celular, evidenciada pela necrose focal
dos hepatdcitos no grupo tratado com 10 mg/m?. Entretanto, todas essas

alteragbes podem ser consideradas reversiveis.
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Figura 24: Fotomicrografia do figado dos camundongos apds 7 dias
consecutivos de tratamento com 15-deoxigoiazensolido. O grupo controle
negativo (A) foi tratado com o veiculo usado para diluir a droga (DMSO 2 %).
Grupo controle positivo tratado com 5-FU 50 mg/m? (B), grupo tratado com 15-
deoxigoiazensolido 10 mg/m? (C) e grupo tratado com 15-deoxigoiazensolido 5

mg/m? (D).
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Figura 25: Fotomicrigrafia do rim dos camundongos apés 7 dias consecutivos

de tratamento com 15-deoxigoiazensolido. O grupo controle negativo (A) foi
tratado com o veiculo usado para diluir a droga (DMSO 2 %). Grupo controle
positivo tratado com 5-FU 50 mg/m? (B), grupo tratado com 15-

deoxigoiazensolido 10 mg/m? (C) e grupo tratado com 15-deoxigoiazensolido 5
mg/m? (D).

80



81

4.3.2. Estudos com Carcinossarcoma de Walker 256
4.3.2.2. Avaliacao da Atividade Antitumoral

A figura 25 mostra o peso do tumor dos animais tratados com 5 e 10
mg/Kg de lactona sesquiterpénica durante 7 dias consecutivos. O grafico revela
que os animais tratados com 10 mg/Kg de lactona sesquiterpénica tiveram o
peso do tumor 38,80% menor que o controle negativo. Ja os animais tratados
com 5 mg/Kg da lactona sesquiterpénica mostrou inibigdo de 34,05 % do peso
tumoral. Ainda com relagdo ao peso do tumor, ndo houve diferenca entre os
animais tratados com as doses de 5 e 10mg/Kg de 15-deoxigoiazensolido e o
grupo controle positivo (5-FU 10 mg/Kg). Ndo houve diferenca estatistica entre

o peso dos érgaos (figado, bacgo e rim) (figura 25).

A tabela 5 resume os achados da atividade antitumoral do 15-
deoxigoiazensolido nos diferentes esquemas de tratamento utilizando os dois

modelos murinos, sarcoma 180 e carcinossarcoma de Walker 256.
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Figura 26: Peso do tumor de Walker 256 (A), Figado (B), Rins (C) e Bago (D)

em ratos Wistar tratados durante 7 dias consecutivos com 5 mg/Kg e 10 mg/Kg

de lactona sesquiterpénica 15-deoxigoiazensolido. Apdés 10 dias do inicio de

tratamento os animais foram sacrificados e o tumor retirado para pesagem. O
5-FU (10 mg/Kg) foi utilizado como controle positivo. * p < 0,05, ANOVA

seguida de Student Newman Keuls.
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Tabela 5 — Resumos da atividade antitumoral in vivo do 15-deoxigoiazensolido

e do 5-Fluorouracil (controle positivo) em modelos murinos.

Droga Dose Dias Modelo Inibicdo do
tratamento crescimento
tumoral (%)
15-Deoxiganzensolido | 5 mg/m* | 1,3,5,7,9 Sarcoma 180 43.48 + 10.81
15-Deoxigoiazensolido | 10 mg/m? | 1,3,5,7,9 Sarcoma 180 7210+ 5.44
15-Deoxigoiazensolido | 25 mg/m? | 1,3,5,7,9 Sarcoma 180 79.60 + 6.54
15-Deoxigoiazensolido | 50 mg/m? | 1,3,5,7,9 Sarcoma 180 88.19 £ 6.29
5-Fluorouracil 50 mg/m?® | 1,2,3,4,5,6,7 | Sarcoma 180 44,30 £9.74
15-Deoxigoiazensolido | 5 mg/m? | 1,2,3,4,5,6,7 | Sarcoma 180 -11.34 £12.65
15-Deoxigoiazensolido | 10 mg/m? | 1,2,3,4,5,6,7 | Sarcoma 180 49.39+ 8.8
5-Fluorouracil 10 mg/kg | 1,2,3,4,5,6,7 | Carcinossarcoma | 44.66 + 10.8
de Walker
15-Deoxigoiazensolido | 5 mg/kg 1,2,3,4,5,6,7 | Carcinossarcoma | 34.05 + 6.90
de Walker
15-Deoxigoiazensolido | 10 mg/kg | 1,2,3,4,5,6,7 | Carcinossarcoma | 38.80 + 7.94

de Walker
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4.3.3. Avaliacao da sintese de anticorpos IgE anti-lactona

Os animais imunizados com o 15-deoxigoiazensolido n&o sintetizaram
IgE especifica contra a lactona 28 dias apds a primeira imunizagdo quando

comparado ao grupo controle (Figura 26).
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Figura 27: Sintese de anticorpos IgE anti-Lactona em camundongos
imunizados com 100 pg de 15-deoxigoiazensolido por via subcutédnea. Os
animais receberam reforco da mesma dose 21 dias apds a primeira imunizacao
e 0 sangue foi retirado no 28° dia para andlise da sintese de IgE por ELISA.

Ovalbumina foi utilizada como controle positivo. * p < 0,01.
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5. DISCUSSAO
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Vaérios fatores estdo envolvidos na escolha de um medicamento ideal
para o tratamento do cancer. Entre eles, o mais importante provavelmente é a
qualidade de vida do paciente durante a quimioterapia. Efeitos colaterais
provenientes do uso da droga; como diarréia, alopecia, anemias, ulceras orais
ou intestinais, trombocitopenia, imunossupressao com consequente infecgdes
oportunistas, podem ser um fator limitante para a continuidade do tratamento e
por isso o0 paciente pode optar pelo seu término. O aumento da sobrevida do
paciente portador de um tumor aliado com o aumento de sua qualidade de vida

torna-se, entdo, um grande desafio para os oncologistas.

Na tentativa de encontrar a droga ideal, inumeras moléculas com
potencial quimioterapico foram descobertas a partir de plantas terrestres,
animais marinhos e até mesmo de microorganismos (NEWMAN & CRAGG,
2007; DEMBITSKY, 2008; BANERJEE et al., 2008). Com o aprimoramento da
metodologia de cultura de células foi possivel o desenvolvimento de diversas
linhagens celulares oriundas de tumores humanos que possibilitaram o
desenvolvimento da metodologia para triagem in vitro. Com esse objetivo, o
Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos desenvolveu um painel de
células cancerigenas que, atualmente, conta com 60 linhagens oriundas de oito
tipos de tumores solidos (pulm&o, melanoma, mama, rim, coélon, prostata,
ovario, cérebro) e do sistema hematopoiético (leucemia). Dessa maneira, essa
metodologia permite a avaliagdo em diversos tipos de células neoplasicas,
possibilitando a descoberta de drogas com maior especificidade. Outra
vantagem dessa triagem € a rapidez e eficiéncia do método, que em apenas
quatro dias pode avaliar um numero elevado de drogas (SKEHAN, 1990;
RUBINSTEIN, 1990; MONKS, 1991). Dessa forma, os métodos de triagem in
vitro utilizando-se da cultura de células tumorais humanas s&o os mais
utilizados para a descoberta e desenvolvimento de novas drogas nos tempos
atuais (ITHARAT, 2004).

O presente trabalho avaliou inicialmente a atividade citotoxica da lactona
sesquiterpénica (LST) 15-deoxigoiazensolido em linhagens leucémicas,

carcinomas de mama, célon, prostata e melanoma pelo método do MTT. Em
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todas as linhagens, a lactona apresentou-se ativa com Clso abaixo de 4 ug/mL,
o que classifica essa droga como um promissor agente anticancer (FAVARO et
al., 1990). Na linhagem MDA-MB-435 (linhagem humana para melanoma), a
lactona obteve uma Clsp de 0,18 ug/mL, 2,6 vezes mais potente que a da
doxorrubicina. A doxorrubicina € um antibiético com potente atividade
anticancer utilizada com certo grau de sucesso em leucemias linfoblasticas e
mielociticas, além de canceres de mama. Seu mecanismo de acio consiste em
se intercalar entre as bases da dupla fita de DNA causando clivagens, além de
inibir a atividade da topoisomerase |l e estimular a geragcéo de radicais livres, o
que compromete o bom funcionamento da membrana celular (FILYAK et al.,
2008). Dessa forma, a doxorrubicina torna-se um excelente controle positivo

para testes de novas drogas anticancer.

A linhagem HL-60 é um dos modelos de neoplasia in vitro mais
amplamente estudados (GRZANKA et al., 2003). Em 1977, Collins e
colaboradores isolaram de células a partir do sangue periférico de um paciente
com leucemia promielocitica aguda e iniciaram a manutengéo dessa cultura. A
linhagem é caracterizada pela presengca de neutrdfilos promielociticos,
proeminente assincronia na relacdo nucleo/citoplasma, exibem atividade
fagocitaria e quimiotatica, além de serem capazes de formar colénias em meio
de cultura semi-sélido. Uma vez observada uma potente atividade citotoxica da
LST na linhagem HL-60, utilizamos essa cultura para avaliar seu mecanismo de
acao utilizando os métodos do azul de tripan, sintese de DNA por incorporacao
do BrdU, andlise de viabilidade por coloracéo de laranja de acridina/brometo de
etidio, analise de viabilidade celular e integridade de membrana por citometria
de fluxo, fragmentagdo do DNA e alteragdo no potencial transmembranico da

mitocondria.

O método do azul de tripan em células HL-60 € um ensaio de viabilidade
celular que quantifica as células capazes de excluir o corante acido azul de
tripan para fora da célula (célula viavel). Se a célula absorve o corante, temos
um forte indicativo de dano na membrana plasmatica que culmina na morte
celular (célula nao-viavel) (CHAROENPORNSOOK et al. 1998; HYNES et al.,
2003; MINERVINI et al. 2004).
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O 15-deoxigoiazensolido causou uma significante reducéo de 24,0; 32,3
e 53,5 % (p < 0,05) no numero de células viaveis nas concentragdes de 0,25,
0,5 e 1,0 ug/mL, respectivamente (Figura 14), demonstrando uma acé&o
antiproliferativa dose-dependente da LST. Essa atividade foi confirmada no
teste de incorporacdo do BrdU. A concentragdo de 1,0 ug/mL de 15-
deoxigoiazensolido foi a unica que inibiu significativamente a sintese de DNA
(33,4 % de inibigao).

Uma vez que a acgao antiproliferativa do 15-deoxigoiazensolido esta
consolidada, procuramos esclarecer o seu mecanismo de acdo em células
tumorais. Varios trabalhos mostram que a atividade anticancer das LST podem
ocorrer por 3 maneiras: indugcado da apoptose por estresse oxidativo, modulagao
dos mecanismos de controle do ciclo celular e/ou indugdo da diferenciacéo
celular (TSIFTSOGLOU et al., 2003). O mecanismo antitumoral compartilhado
por todas as LST é a indugao da apoptose em células neoplasicas (PATEL et
al., 2000; DIRSCH et al., 2001; LEE et al., 2001; CHO et al., 2004; ZHANG et
al., 2005).

A morte celular programada foi observada pela primeira vez ha 50 anos
e, inicialmente, foi chamada de necrose de reducgao. Este tipo de morte celular
€ complementar a mitose na regulagdo da proliferagao celular. Em virtude do
seu importante papel na homeostasia do organismo, em 1971 este fenbmeno
recebeu o nome de "Apoptosis" (KERR et al., 1972). Apoptose, ou morte
celular programada, refere-se ao processo de morte em células eucaridticas
com caracteristicas morfologicas e bioquimicas distintas da necrose. Suas
principais caracteristicas incluem a redugdo no tamanho da célula,
condensagao da cromatina, geralmente com fragmentagcdo do nucleo e do
DNA, manutencado da integridade da membrana plasmatica e fagocitose do
material celular, podendo acontecer em processos normais e patoldgicos
(KRYSKO et al., 2008). A apoptose ocorre no sistema imune, sistema nervoso
para garantir a homeostase organica e anormalidades nos seus niveis
desencadeiam doencgas: a sua inibicdo gera hiperplasia ou auto-imunidade,
enquanto que a sua exacerbac¢do ocasiona doencgas degenerativas (SCHULZE-
OSTHOFF et al., 1994; GIOVANNETTI et al., 2008).
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A transformacao tecidual reflete um desequilibrio entre a proliferagao e a
morte celular. Sendo assim, a perda da apoptose, por si sO, € relevante na
carcinogénese e a sua perfeita compreensdo, bem como a de seus
mecanismos reguladores, permitiria o estabelecimento de uma terapéutica
tumoral mais eficiente. (SCHULZE-OSTHOFF et al., 1994)

A desregulacéo no processo de apoptose € um dos fatores responsaveis
para tumorigénese (HENGARTNER, 2000) e a ativagdo desse processo em
células neoplasicas € um dos principais mecanismos para a atividade
antitumoral de uma droga. O 15-deoxigoiazensolido induz apoptose nas células
tratadas como evidenciado inicialmente pelo método do brometo de etidio e
acridina laranja (BE/AL). A analise por citometria de fluxo corrobora esses
resultados, uma vez que as células tratadas conservavam sua integridade de
membrana, mas ja apresentavam DNA fragmentado, caracteristicas de células

em processo de apoptose.

A morte celular por apoptose envolve dois principais mecanismos: a via
do receptor de morte celular e a via da mitocondria (ZHANG et al., 2005). A via
do receptor de morte celular ocorre apds a ligagéo do ligante em seu receptor
na membrana plasmatica. A via consiste inicialmente na ativacdo das caspase
8 que leva a ativagdo em cascata de varias caspases efetoras, entre elas a
caspase 3 (SARTORIUS et al., 2001). Varios ligantes estdo envolvidos nessa
sinalizagdo. Entre eles, os mais importantes sdo o Ligante do Fas, o TNF e o
Ligante Indutor de Apoptose Relacionado ao TNF (TRAIL). Por outro lado, a via
da mitocdndria € regulada por sinais intracelulares que culminam na morte
celular provocado pelo dano ao DNA. Muitas LST, como partenolida,
custonolida e a helenalina induzem apoptose em células tumorais por estimular
a perda do potencial de membrana mitocondrial. Essa alteracdo leva a
liberagao de proteinas com atividade apoptética, como o citocromo ¢ e Smac,
do interior de mitocondrias que juntamente com a caspase 9 e a Apaf-1 ativam
a caspase 3 e levam a célula tumoral a morte (HENGARTNER, 2000).

Apesar dos detalhes do mecanismo molecular envolvidos na ativagao da
apoptose pelas LST ainda ndao estarem completamente elucidados, € sabido

que o anel a-metileno-y-lactona de sua estrutura exerce um papel fundamental
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nesse processo. Em 1970, Kupchan e colaboradores fizeram a seguinte citagao
sobre a relagao estrutura-atividade das LST: “...a reagao do anel a-metileno-y-
lactona, e de outros sistemas conjugados com grupos sulfidrilas,
provavelmente exercem uma influéncia significativa nos mecanismos onde

esses compostos induzem seus efeitos bioldgicos”.

Os tidis constituem uma classe de compostos organicos caracterizados
pela presenca do grupo sulfidril (-SH). No microambiente intracelular, os tiois
biolégicos (biotidis) podem ser classificados em tidis livres de baixo peso
molecular, como a glutationa, e tidis de alto peso molecular. As fungdes dos
biotidis incluem: manutencdo da estrutura tridimensional de proteinas e
enzimas chave para o bom funcionamento do metabolismo celular, controle do
status redox intracelular e atividade antioxidante. O anel a-metileno-y-lactona
liga-se aos tidis organicos celulares, resultando em alquilagdo dos residuos
sulfidrilas (-SH). Essa reacao, conhecida como Adicdo de Michael (ZHANG et
al., 2005), leva a uma mudanca na estrutura tridimensional e na capacidade
dessas moléculas alvo de exercerem suas fung¢des. A glutationa € um dos tiois
organicos mais estudados e € o principal alvo do anel a-metileno-y-lactona.
Muitas LST, como a vernolepina, a helenalina, a elefantopina, a costulida, a
eriofertopina, a repina e a partenolida exercem seu efeito apoptético a partir da
alquilagao e deplegao de glutationa e outros grupos tidis organicos (WEN et al.,
2002; ZHANG et al., 2004; RUNGELER et al., 1999; CHOI et al., 2002).
Vasconcellos e colaboradores (2007) demonstraram que o proprio 15-
deoxigoiazensolido também induz deplegédo de glutationa intracelular em cepa
de Saccharomyces cerevisiae. A glutationa possui atividade antioxidante nas
células para evitar potenciais danos oxidativos provindos de espécies reativas
do oxigénio naturalmente produzidas no metabolismo celular. Uma vez que a
glutationa €& inibida pelo anel o-metileno-y-lactona das lactonas
sesquiterpénicas, ocorre uma ruptura do status redox intracelular e
consequentemente observamos um estresse oxidativo, levando ao aumento de
espécies reativas do oxigénio e promogao de um dano oxidativo no DNA. Além
disso, a excessiva quantidade de espécies reativas do oxigénio e a ruptura do
status redox estimulam o inicio da apoptose pela via da mitocéndria. Ocorre,

entdo, liberagao de proteinas pro-apoptoéticas mitocondriais, como citocromo ¢
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e Smac, e subsequente ativacdo de caspases, finalmente levando a célula a
morte. A ativagao dessa via foi explorada em nosso trabalho. Como podemos
observar na figura 20 e 21, a rodamina desloca-se para o interior das
mitocondrias das células da linhagem HL-60 na presenca do 15-
deoxigoiazensolido na concentragdo de 1 ug/mL apéds alteragdes no potencial
transmembranico, gerando eventos que emitem menor fluorescéncia quando
analisados pela citometria de fluxo. A despolarizagdo mitocondrial € um
indicativo de apoptose induzida pelo 15-deoxigoiazensolido, o que corrobora

com os resultados anteriormente analisados.

Devido a alta reatividade que os grupos sufidrilas possuem com ao anel
o-metileno-y-lactona das LST, muitas enzimas tornam-se alvos moleculares
direto dessas moléculas. Duszenko e colaboradores (1982) demonstraram que
a LST pentalonolactona inibe a atividade da gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, enzima que participa do metabolismo aerdbico dos
carboidratos. Beekman e colaboradores (1997) demonstraram que a helenalina
e a tenulina inibem a atividade da DNA polimerase, supressdo da sintese
protéica e bloqueio da cadeia transpotadora de elétrons. Em outro trabalho,
Hall e colaboradores (1988) mostram que as LST diminuem o “pool” intracelular
disponivel de deoxirribonucleosideo trifosfato (ANTPS) necessario para a
sintese de DNA. Outros estudos utilizando LST mostram a atividade inibitoria
dessas drogas em varias enzimas que participam do metabolismo do acido
nucléico, como a inosina monofosfato desidrogenase, purina sintetase,
diidrofolato redutase e a ribonucleosideo redutase (HALL et al., 1980; HALL et
al., 1983; PAGE et al, 1987; GRIPPO et al.,1992). Como relatado
anteriormente, nossos resultados demonstram que o 15-deoxigoiazensolido
inibe a sintese de DNA quando analisado pelo teste do BrdU na concentracao
de 1 ug/mL. Portanto, as enzimas que participam do processo de sintese de
DNA nas células da linhagem HL-60 podem também ser alvo do 15-
deoxigoiazensolido. Essas agdes demonstram que as LST possuem varios
alvos para impedir a proliferacdo celular e consequentemente tornam-se um

instrumento de grande valia na terapéutica anticancer.
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Ja é bem compreendido que o desenvolvimento tumoral esta
intimamente associado com a desregularizacdo dos mecanismos de controle
do ciclo celular através da hiperatividade de quinases dependentes de ciclinas
(CDK) e/ou inibigdo dos inibidores de CDK, resultando na ininterrupgdo e
proliferacdo celular descontrolada. Portanto, drogas que possam regular o ciclo
celular sdo de grande importéncia e extremamente promissoras para a terapia
anticancer. Wen e colaboradores (2002) demonstraram o potencial da
partenolida na paralisagao do ciclo celular no ponto de checagem G/M. Outra
LST, a cinaropicrina, mostrou atividade antiproliferativa na fase G+/S (CHO et
al., 2004). O 15-deoxigoiazensolido induziu diminuicdo das células em Gy/G1
acompanhada de um aumento do numero de células com DNA fragmentado na
dose de 1 pug/mL quando avaliado por citometria de fluxo. Essa alteragéo,
concomitante com a pequena perda da integridade da membrana celular, indica
que as células nessas fases do ciclo (Go/G1) seriam mais sensiveis aos efeitos
do 15-deoxigoiazensolido, levando-as a um processo de apoptose. As doses
de 0,25 e 0,5 pug/mL nao foram capazes de alterar a quantidade de DNA

fragmentado, mostrando mais uma vez sua agédo dose dependente.

Outro importante mecanismo para as acdes das LST é a inibigao do fator
de transcrigdo NF-kB (BORK et al., 1997; LYSS et al., 1997; HEHNER et al.,
1999; KOO et al., 2001; KARIN & LIN, 2002). Sua ativagao depende de varios
estimulos como o TNF, UV, interleucinas, endotoxinas, entre outras. A ativacao
do NF-kB esta relacionada com a regulagdo da resposta inflamatéria,
diferenciagao e crescimento celular e atividade anti-apoptotica (KARIN & LIN,
2002).

A via de sinalizagdo do NF-kB é constitutivamente ativada nas células
tumorais e induz uma superexpressao de varias proteinas antiapoptoéticas,
como os Inibidores da Apoptose (IAPs), Bcl-2 e proteinas inibitérias FLICE
(FLIPs). Sua atividade em células cancerosas regula a transcrigdo de genes
importantes para a invasao tumoral, metastase e resisténcia a quimioterapicos
(KUCHARCZAK et al., 2003). A Partenolida, a principal LST da Tanacetum
parthenium, foi extensivamente estudada e € conhecida por induzir supressao

da atividade do NF-kB por alquilagao dos residuos de cisteina presente em sua
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estrutura (GARCIA-PINERES et al., 2001; GARCIA-PINERES et al., 2004). Tal
mecanismo explica porque a partenolida € capaz induzir apoptose em células
de cancer de mama (PATEL et al., 2000), onde é encontrada uma elevada
quantidade de NF-kB ativado. Além disso, o pré-tratamento de células tumorais
com partenolida inibe a via anti-apoptética induzida pelo NF-kB apds ligagao do
TNF em seu receptor TNFR1 (SCHUTZE et al., 1995; ZHANG et al., 2004).
Esses resultados estimularam pesquisadores a investigar se as LST também

possuem atividade antitumoral in vivo.

Estudos pré-clinicos utilizando-se de modelos animais para a analise da
possivel utilidade clinica de uma droga sdo de extrema importancia, uma vez
que a agao dos farmacos no organismo depende de diferentes fatores como
sua lipossolibulidade, farmacocinética, metabolizacéo, entre outros (PESSOA,
2000). Sendo assim, testes in vivo foram realizados com as LST na tentativa de
utilizar seu potencial terapéutico em seres humanos. Extratos de muitas
espécies do género Artemisia sao utilizados por populagdes, principalmente do
continente asiatico, para o tratamento da malaria, hepatite, cancer, processos
inflamatorios e infecgdes bacterianas (ROBLES et al., 1995; TAN et al., 1998).
Marco e Barbera (1990) estudaram o efeito antitumoral da Artemionolida, uma
LST amplamente encontrada em plantas do género Artemisia da familia
Compositae, em varias linhagens murinas. Estudos posteriores indicaram a
presencga de quatro componentes bioativos da Artemisia argyi. Arteminolidas A,
B, C e D. Essas LST sao conhecidas por terem atividade inibitéria da enzima
farnesil transferase (FPTase), considerada uma importante proteina
oncogénica sinalizadora Ras-dependente (LEE et al., 2002). Dentre as quatro
Arteminolidas, a do tipo C foi considerada a mais potente em inibir o
crescimento tumoral de células de linhagem humana de pulmdo e codlon
utilizando-se um modelo xenografico em camundongos “nude” (LEE et al,
2003). Mais recentemente, Oka e colaboradores (2007) demonstraram que a
partenolida inibe o crescimento de um carcinoma renal em um modelo murino
por inibicdo do NF-kB. O acumulo de informacdes sobre sua atividade
anticancer e seu mecanismo de acédo estimularam o uso da partenolida em
estudo clinico de fase | em seres humanos (CURRY Il et al., 2004). Além do

estudo da atividade antitumoral, a analise da farmacocinética das LST também
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tem sido investigada. Em estudos preliminares, Curry Il e colaboradores (2004)
constataram que a partenolida, quando administrada em ratos por via oral nas
doses de 4 mg/Kg e 40 mg/Kg, € detectada no plasma nas concentragdes de
29,81 ng/mL e 41,96 ng/mL, respectivamente. O metabolismo de primeira
passagem parece afetar em menor grau o 15-deoxigoiazensolido, uma vez que
sua administragdo em ratos na dose de 30 mg/Kg pela via oral gerou uma
deteccdo de 395,98 ng/mL no plasma (JABOR et al., 2007).

Neste trabalho, avaliamos a capacidade do 15-deoxigoiazensolido de
inibir o crescimento tumoral do sarcoma 180 em camundongos Swiss e do
tumor de Walker 256 em ratos Wistar. O 5-fluorouracil (5-FU), um agente
anticancer de amplo espectro vastamente utilizado na clinica para o tratamento
de tumores sélidos, foi usado como controle positivo. A figura 23a mostra que o
tumor Sarcoma 180 foi inibido 49,39 % em relagdo ao grupo controle negativo
na dose de 10 mg/m?. N&o houve inibigdo do tumor Sarcoma 180 na dose de 5
mg/m?. O tumor de Walker 256 foi inibido 38,80 % na dose de 10 mg/Kg e
34,05 % na dose de 5 mg/Kg. Assim como o 15-deoxigoiazensolido, a
Arctigenina, a Arctinina, a Arteminolida e a Eupatoriopicrina também sao
inibidoras tumorais in vivo e acredita-se que essa atividade venha a partir da
inibicdo do NF-kB pelo anel a-metileno-y-lactona, estrutura compartilhada por
todas as LST (WOERDENBAG, 1986; TAKASAKI et al., 2000; LEE et al.,
2003). Portanto, é possivel que o 15-deoxigoiazensolido também exerca sua

acgao sobre o tumor Sarcoma 180 in vivo inibindo o NF-kB.

Investigagbes epidemioldgicas e os resultados obtidos a partir de
modelos animais mostram que muitas drogas antiinflamatérias nao-esteroidais
(DAINES) reduzem o risco de formacao de cancer de célon (COUSSENS &
WERB, 2001). O estudo da atividade antiinflamatéria das LST também ja foi
bem explorado pelos pesquisadores. A inibicdo do NF-kB suprime a sintese de
varias enzimas inflamatérias, como a cicloxigenase Induzivel e o Oxido Nitrico
Sintase Induzivel, e de citocinas inflamatdrias como IL-2, IL-4, IL-8 e IL-12 em
varias linhagens celulares quando sdo estimuladas por LPS, Interferon-a e/ou
12-o-tetradecanoilforbol-13-acetato (LEE et al., 1999; FUKUDA et al., 2001;
WHAN et al., 2001; KANG et al., 2001; LI-WEBER et al., 2002). Efeitos
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similares sdo observados por outras LST, como a cinaropicrina (Saussurea
lappa), quando administradas em cultura de leucdcitos estimulados com LPS
(CHO et al., 2000). O vasto leque de agbes do NF-kB no metabolismo celular e
sua importancia para a sobrevivéncia das células colocam esse fator de

transcrigdo como um alvo de grande valia na terapéutica anticancer.

Um dos fatores que influenciam na decisdo do paciente de dar
continuidade a quimioterapia € o aumento da sobrevida e da qualidade de vida
que a droga escolhida pode proporcionar. Apesar do grande numero de
trabalhos demonstrando a atividade antitumoral com LST, o aumento da
sobrevida é ainda pouco relatado. Hladon e colaboradores (1975) investigaram
a acao antitumoral in vivo da eupatoriuopicrina, a principal LST encontrada na
Eupatorium cannabinum L., e constataram um aumento da expectativa de vida
dos animais. A partenina foi capaz de aumentar a sobrevida em um estudo
realizado por Mew e colaboradores (1982) com camundongos fémeas DBA/2J
utilizando-se linhagens sdlidas de mastocitoma, leucemia e rabdomiosarcoma.
A partenolida associada ao Docetaxel aumentou a sobrevida de camundongos
metastizados quando inoculados com a linhagem MDA-MB-231 de melanoma
(SWEENEY et al., 2005). Sendo assim, foi realizada nesse trabalho uma
analise da sobrevida em camundongos Swiss inoculados com Sarcoma 180
tratados com diferentes doses de 15-deoxigoiasenzolido. A curva de sobrevida
dos animais na figura 21 mostra que o 15-deoxigoiazensolido ndo aumentou a
sobrevida dos animais inoculados com o Sarcoma 180 em nenhuma das doses
testadas (5, 10, 25 e 50 mg/m?). Entretanto, é possivel perceber a inibigdo do
aumento do volume tumoral em relacdo ao controle de maneira dose-
dependente, o que estimula a sua utilizagcdo em combinagdo com outros
quimioterapicos para diminuir seus efeitos toxicos e proporcionar maior

validade terapéutica.

A toxicidade das LST em mamiferos, e até em seres humanos, ja tem
sido relatada em outros trabalhos. A helenina reduz o peso corporal e a
sobrevida de roedores devido a sua interferéncia no processo digestivo em
animais (PICMAN et al., 1986). Também foi relatado envenenamento de

carneiro e cabra por hemenovina, uma LST provinda do Hymenoxys
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richardsonii var. floribunda (IVIE et al., 1976). A partenina presente na erva
daninha Parthenium hysterophorus causa a morte do gado e de bufalos na
india, gerando prejuizos na agricultura local (NARASHIMHAN et al., 1977). A
partenina ainda pode ser encontrada no leite de vacas, o que pode causar
envenenamento em bezerros e no proprio ser humano (TOWERS, 1979). No
homem, envenenamentos por LST devido ao consumo de pao feito a partir da
farinha contaminada de sementes de plantas da familia Compositae tem sido
reportados (HERZ et al., 1970). As LST ainda podem afetar a fungdo de alguns
0géos. A partenina e a helenalina apresentam atividade cardiotoxica (PICMAN,
1986), enquanto a repina e a artemisina apresentam neurotoxicidade in vitro e
in vivo (FISHWICK et al., 1995; ROBLES et al., 1995). No presente trabalho, o
15-deoxigoiazensolido quando administrado a dose de 10 mg/m? e 5 mg/m? em
camundongos induziu no figado tumefagdo turva dos hepatécitos em graus
variados, focos inflamatérios, hiperplasia das células de kupffer e esteatose em
microgotas, o que caracteriza um forte indicativo da metabolizacdo dessa
molécula. As LST sofrem o processo de metabolizac&do in vivo, uma vez que
metabdlitos de seus compostos sdo encontrados na bile e na urina de animais
experimentais (HILL et al., 1980; TERRY et al., 1983; SCOTT et al., 1994). O
potencial hepatotoxico do 15-deoxigoiazensolido pode ser observado devido a
presenga de necrose focal, pigmentos de hemossiderina, caracteristicos de
hemorragia sinusoidal e hemodlise, e presenca de hepatdcitos eosinofilicos
indicando regeneracao tecidual. Entretanto, a auséncia de fibrose hepatica
demonstra que as alteragbes induzidas pelo 15-deoxigoiazensolido s&o
consideradas reversiveis (JAESCHKE et al., 2002). Por outro lado, observamos
uma menor toxicidade nos rins, onde observamos hemorragia glomerular,
trechos hemorragicos e discreta tumefacdo turva do epitélio dos tubulos
proximais e distais. A ocorréncia de eventos localizados de necrose nefrotdxica
focal ndo desperta grandes preocupagdes, visto que ndo foi configurado o

quadro da sindrome tubular aguda.

Outro importante efeito toxico das LST esta relacionado com sua
atividade imunomoduladora, entre elas a indugdo de hipersensibilidade. A
hipersensibilidade € o termo aplicado as doencas mediadas por respostas

imunoldgicas que acarretam em danos aos tecidos do hospedeiro. O sistema
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imune pode apresentar quatro tipos de hipersensibilidades: tipo | (mediado por
anticorpos IgE), tipo Il (mediado por anticorpos IgG e IgM), tipo Il (mediado por
acumulo de imunocomplexos) e tipo IV (mediado por linfocitos T). A maioria
das reacdes de hipersensibilidades resulta em lesdo tecidual mediada pela
liberacdo de varias substancias quimicas que atraem e ativam outras células e
moléculas responsaveis pela inflamagdo (HURTADO-NEDELEC et al., 2008;
MONTALTO et al., 2008). Varios medicamentos podem desencadear reagdes
de hipersensibilidades como os antibidticos, antiinflamatorios e
antihipertensivos (MONTALTO et al., 2008). As LST também podem estimular
a liberagdo de moléculas que participam do processo inflamatério. A
himenovina e a helenalina sdo potentes indutores da degranulagdo
mastocitaria, e o anel a-metileno-y-lactona parece ser o responsavel por tal
reacao (ELISSALDE et al, 1983). A liberacdo de histamina e outros
mediadores inflamatérios, como o0s eicosandides, as citocinas e enzimas
provindos da degranulagcdo mastocitaria pode levar a um processo alérgico
conhecido como dermatite de contato. As LST contidas em produtos
cosméticos, como perfumaria e 6leos naturais derivados de plantas, sdo as
grandes responsaveis pela dermatite de contato observada apds seu uso em
seres humanos (MOLLER et al., 2002). Entre as espécies mais comuns
indutoras dessa reagao podemos citar a Parthenium hysterophorus, Saussurea
lappa, Laurus nobilis, e outras espécies do género Thapsia e Arnica, (PICMAN,
1986). Sabendo-se do potencial alergénico das LST, este trabalho procurou
verificar se o 15-deoxigoiazensolido estimula a sintese de IgE especifico em
camungongos Swiss. A Imunoglobulina E € o anticorpo presente nas reacdes
de hipersensibilidade do tipo | capaz de estimular a degranulagdo de
mediadores alergénicos, apds sua ligagdo cruzada, nos mastdcitos
(YAMASAKI & SAITO, 2008). Os resultados mostram que, na dose testada, o
15-deoxigoiazensolido ndo induziu sintese de anticorpo IgE especifico. Outros
mecanismos podem estar envolvidos no desencadeamento da dermatite de
contato, como por exemplo, a ativacdo de linfécitos T auxiliar do tipo 2 e
liberacdo de IL-4 ou estimulagao direta em receptores mastocitarios indutores

da degranulacéo.
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Os resultados nesse trabalho demonstram uma potente acao anticancer
da LST 15-deoxigoiazensolido, sendo a apoptose seu provavel mecanismo
indutor na morte celular. Os mecanismos que levam sua agao antiproliferativa
pedem ser 0s mais variados, incluindo desde inibicao de fatores de transcricao
ou enzimas relacionadas com o ciclo celular, até a alquilacido de tidis por
adicdo de Michael, levando a ruptura do status redox. Além disso, as
propriedades antitumorais in vivo também fazem com que o 15-
deoxigoiazensolido seja considerado um excelente candidato para testes

clinicos contra tumores soélidos.
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6. CONCLUSAO
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100

A lactona sesquiterpénica 15-deoxigoiazensolido exerce potente efeito
antiproliferativo em células neoplasicas. Quando avaliado seu mecanismo de
acao, observa-se que as células tratadas entram em processo de morte celular
por apoptose. Quando testadas em modelos tumorais in vivo, apresenta uma

potente atividade antitumoral e inibicao do crescimento do volume tumoral.
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