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RESUMO
ESTUDOS PRE-CLINICOS DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA E TOXICOLOGICA DA
FRACAO E DE DITERPENOS CLERODANICOS ISOLADOS DAS FOLHAS
DA PLANTA Casearia sylvestris SWARTZ
Tese de Doutorado. Autor: PAULO MICHEL PINHEIRO FERREIRA. Orientadora: Dr3.
Claudia do O Pessoa. Programa de Pés-graduacdo em Farmacologia, Faculdade de
Medicina, Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal do Ceara.
Palavras-chave: Casearia sylvestris', diterpenos clerodanicos; atividade antitumoral;

toxicidade.

Dentre todas as moléculas antitumorais disponiveis entre 1940 e 2002, 40 % tem
origem natural. Porém, a maioria dos antineoplasicos usados na clinica causa efeitos
adversos devido a uma estreita janela terapéutica, & mdltipla resisténcia farmacoldgica e as
similaridades morfologicas e fisiolégicas entre células normais e transformadas. Diante
dessa necessidade de desenvolvimento de novos farmacos anticancer, avaliou-se,
inicialmente, a atividade citotoxica in vitro de uma Fragdo rica em Casearinas (FC) e dos
diterpenos clerodanicos casearina B (Cas B), D (Cas D), X (Cas X) e Caseargrevina F (Cas
F) isolados das folhas de Casearia sylvestris frente a um painel de 14 linhagens de células
tumorais e em células mononucleares do sangue periférico (PMCB) humano. As substancias
testatas foram citotoxicas contra todas as linhagens utilizadas, sendo a Cas F e Cas X as
moléculas mais ativas. Os estudos de mecanismo de a¢do com a Cas B (1 e 2 pM), Cas D
(2e4 pM), Cas F (05el pM) e Cas X (0.7 e 1.5 pM) e FC (0.4 e 0.8 pg/mL) usando a
linhagem leucémica HL-60 como modelo experimental mostraram reducdo na sintese de
DNA e na integridade de membrana, fragmentacdo de DNA e despolarizacdo mitocondrial,
especialmente apds 24 h de exposicao, periodo durante o qual detectou-se também parada
do ciclo celular em Go/G! (Cas X e FC), ativacdo das caspases iniciadoras -8/-9 e das
efetoras -3/-7 e externalizacdo de fostaditilserina (Cas F e X), caracteristicas condizentes
com apoptose e corroboradas pela condensacdo cromatinica, cariorréxis, vacuolizacdo
citoplasmética e rarefacdo e retragdo celulares, achados morfolégicos melhor observados
apos 12 e 24 h de incubacdo. O ensaio do cometa alcallino em PBMC humana revelou que
todas as substancias apresentam potencial genotéxico in vitro, possuindo a Cas X o menor
indice de dano ao DNA. A avaliacdo antitumoral em camundongos transplantados com
células de Sarcoma 180 mostrou taxas de inibicdo de crescimento tumoral de 35.8, 86.2 e
53.7 % com as doses de 10 e 25 mg/kg/dia i.p. e 50 mg/kg/dia oral por gavagem da FC apds
7 dias de tratamento, respectivamente, embora tal atividade n&do elevou o tempo de
sobrevida. Os valores de DL50 obtidos para a FC i.p. e oral, foram, respectivamente, 80.9 e
267.1 mg/kg de peso corpéreo. A administracdo subcrbnica da FC durante 30 dias
consecutivos em camundongos Swiss via i.p. (5 e 10 mg/kg/dia) diminuiu o ganho de peso,
hematocrito, colesterol total, albumina, a glicose e o peso relativo do coracdo, além de
causar linfocitopenia, neutrofilia, hepatoesplenomegalia, aumento do indice de dano ao DNA
de PBMC e na formacdo de micronlcleos em eritrocitos da medula déssea enquanto a
administracéo via oral (10 e 20 mg/kg/dia) induziu o aumento do estbmago. Ambas as vias
de administracdo causaram tumefacdo celular e o surgimento de focos inflamatérios no
parénguima ou estroma hepatico/renal, esteatose microvesicular, acimulo de pigmentos de
hemossiderina, hiperplasia das células de Kupffer, congestdo da polpa vermelha e
desorganizacdo dos foliculos linféides esplénicos. A grande maioria destas alteracdes
assemelha-se & toxicidade dos quimioterapicos citotoxicos tradicionais e refletem a
capacidade antiproliferativa dos diterpenos clerodanicos presentes na FC, enfatizando a
potencialidade destas moléculas como modelo para a producdo e/ou sintese de novos
compostos com propriedades anticancer.



ABSTRACT
PRE-CLINICAL STUDIES OF THE ANTIPROLIFERATIVE AND TOXICOLOGICAL
ACTIVITY OF THE FRACTION AND CLERODANE DITERPENES
ISOLATED FROM Casearia sylvestris SWARTZ LEAVES
Doctorade Thesis. Author: PAULO MICHEL PINHEIRO FERREIRA. Advisor: Dr. Claudia do
O Pessoa. Postgraduate Program on Pharmacology, Faculty of Medicine, Department of
Physiology and Pharmacology, Federal University of Ceara.

Keywords: Casearia sylvestris', clerodane diterpenes; antitumor acivity; toxicity.

Among all antitumor molecules available between 1940 and 2002, 40 % has natural
origin. However, most of the clinically used antineoplasic compounds lead to adverse effects
due to a therapeutic narrow window, pharmacological multiple resistance and morphological
and physiological similarities between transformed and normal cells. Given this requirement
for the developing of new anticancer drugs, it was initially evaluated the cytotoxic activity of a
Fraction rich in Casearinas (FC) and of the diterpen clerodanes casearin B (Cas B), D (Cas
D), X (Cas X) e Caseargrewiin F (Cas F) isolated from Casearia sylvestris leaves against a
panei of 14 tumor cell lines and on human polymorphic blood mononuclear cells (PBMC).
The substances tested were cytotoxic against all lines used, being the Cas F and X the most
active compounds. Studies of mechanism of action with Cas B (1 and 2 pM), Cas D (2 and 4
pM), Cas F (0.5 and 1 pM), Cas X (0.7 and 1.5 pM) and FC (0.4 e 0.8 pg/mL) using the HL-
60 leukaemia cell line as experimental model showed DNA synthesis and membrane
integrity reduction, DNA fragmentation and mitochondrial depolarization, specially after 24 h
exposure, when it was also detected cell cycle arrest in G0/G| phase(Cas X e FC), activation
of the initiator -8/-9 and efector -3/-7 caspases and phosphatidylserine externalization,
consistent features with apoptosis and corroborated by the chromatinic condensation,
karyorrhexis, cytoplasmic vacuolation and rarefaction and cellular shrinkage, morphological
findings better observed after 12 and 24 h of incubation. Comet assay in human PBMC
revealed that all substances present in vitro genotoxic potential, possessing Cas X the lower
DNA damage index. Antitumoral evaluation in mice transplanted with Sarcoma 180 cells
showed tumor growth inhibition ratios of 35.8, 86.2 e 53.7 % with doses of FC 10 and 25
mg/kg/day i.p. and 50 mg/kg/day oral by gavage after 7 days of treatment, respectively,
though such activity did not elevated the survive time. DL50 values for the i.p. and oral FC
were 80.9 e 267.1 mg/kg body weight, respectively. The subcronic injection of the FC for
consecutively 30 days in Swiss mice (5 and 10 mg/kg/day) decreased the weight gain,
hematocrit, total cholesterol, albumin, glucose and heart relative weight besides causing
lymphocytopenia, neutrophilia, hepatosplenomegaly, increased rates of DNA damage in
PBMC and in micronuclei formation of bone marrow erythrocytes while oral administration
(10 and 20 mg/kg/day) led to enlarged stomach. Both routes of administration caused cell
swelling and appearance of inflammatory foci in the parenchyma or stroma liver / kidney,
microvesicular steatosis, accumulation of hemosiderin pigments, hyperplasia of Kupffer cells,
red pulp congestion and disorder of splenic lymphoid follicles. The largest part of these
changes is comparable to the toxicity of traditional cytotoxic chemoterapics and reflects the
antiproliferative capacity of the clerodane diterpenes present in FC, emphasizing the
potential of these molecules as model for production and/or synthesis of new compounds
with anticancer properties.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ALT Alanina aminotransferase
AST Aspartato aminotransferase
BrduU 5-bromo-2-desoxiuridina
Cas B Casearina B
Cas D Casearina D
Cas F Caseargrevina F
CasX Casearina X
CI50 Concentracao Inibitéria Média
DAB Diaminobenzidina
DD Death Domain (Dominio de Morte)
DMSO Dimetilsulféxido
Dox Doxorrubicina
E.P.M. Erro Padréo da Média
EROs Espécies Reativas de Oxigénio
FC Fracéo rica em Casearinas
ID indice de dano
IGDE Isobutyl Gallate-3,5-Dimethyl Ether (3,5-dimetoxi-galato de isobutila)
i.p. Intraperitoneal

MGDE Methyl Gallate-3,5-Dimethyl Effter (3,5-dimetoxi- gaiato de metila)
MN(s) Micronucleo(s)
MTT 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolium
NCI-US National Cancer Institute of United States
(Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos)
PBMC Células polimorfonucleares de sangue periférico

(Peripheral Blood Mononuclear Cells)

PBS Phosphate Buffer Solution (Tampéo Fosfato)
RDW Variacéo da distribuicdo do tamanho eritrocitario (Red cell Distribution Width)
RPMI Roswell Parrk Memorial Institute Médium
Sarcoma 180 S-180
TBS Tris Buffer Solution (Tamp&o Tris)
U Unidade

7-AAD 7-Amino-Actinomicina-D
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1 - INTRODUCAO

1.1 Cancer: Consideracdes Gerais e Epidemiologia

O cancer é definido como um conjunto de quase 200 tipos de enfermidades
complexas, de carater mutacional, proliferativo, de crescimento celular aberrante e
descontrolado, em que células animais, de diferentes tipos presentes em um mesmo
microambiente, invadem os tecidos e érgdos adjacentes, podendo espalhar-se (metastase)
para regides distantes do organismo (KUMAR et al., 2004; INCA, 2010).

Considera-se neoplasica a célula que adquire as seguintes vantagens metabdlicas e
capacidades biolégicas quando comparadas as células ndo transformadas: a) perda do
controle da proliferacdo e divisdo celular; b) imortalizacdo celular devido a ativagdo da
enzima telomerase; c¢) alteragbes cromossémicas (de forma e numero); d) perda das
propriedades adesivas da membrana plasmatica, que permite o reconhecimento célula-
célula e a inibicdo por contato do movimento e crescimento celular; e) perda de fungéo e da
capacidade de diferenciagdo ou especializacao; f) capacidade para invadir tecidos vizinhos
ou distantes e formar metastases; ¢) capacidade de induzir a formacdo de novos vasos
sanguineos (angiogénese). Dessa forma, todos os casos de céncer estdo envolvidos com as
vias de transmissdo de sinais biol6gicos e no controle positivo e negativo do ciclo celular e
da morte celular programada (LIOTTA & KOHN, 2001; RIBEIRO et al., 2003).

A idéia de que substancias quimicas possam desencadear a formagéo de tumores é
bem antiga. Em 1775, o inglés Sir Percival Pott verificou e correlacionou canceres no
escroto de limpadores de chaminé com a fuligem e o carvdo. Um século mais tarde, em
Frankfurt, Rehn relatou uma maior incidéncia de cancer de bexiga em pessoas que
trabalhavam na sele¢cdo manual de cristais de anilina (DOLL & PETTO, 1981). Nos ultimos
25 anos, estudos epidemioldgicos tem confirmado a contribuicdo de fatores especificos do
estilo de vida na etiologia do cancer, tornando o cancer uma doenca capaz de ser prevenida
em cerca de 50% dos casos (COLDITZ et al., 1996). Os fatores ambientais divergem
bastante entre as popula¢des e incluem obesidade, auséncia de atividade fisica, peso ao
nascer, idade de inicio da puberdade, dieta, infeccbes microbianas, consumo de alcool, uso
de tabaco e de medicamentos, exposicdo ocupacional (agua e ar) e causas de base
reprodutiva. Todos esses fatores ambientais com potencial carcinogénico podem demorar
anos até transformarem a célula de forma a originar um tumor clinicamente detectavel
(DOLL e PETO, 1981; COLDITZ et al., 1996; RIBEIRO et al., 2003). Esse lento processo de
carcinogénese inclui basicamente, trés estagios: iniciacdo, promogdo e progressao. A
iniciacdo se da através da exposicao de células normais a carcindbgenos. A conseqléncia
disso, ou seja, a transformacdo, pode permanecer dormente e levar anos para se

manifestar. No segundo estagio, a célula iniciada sofre um longo periodo de contato com o
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agente transformador, quando, pelo menos, dois mecanismos independentes estdo
envolvidos, a ativacdo génica e a atividade mitética. Neste momento, o estilo de vida pode
ter efeitos benéficos e evitar 0 desenvolvimento do cancer. A progressado é caracterizada
pela proliferacdo descontrolada, por alteracbes metabdlicas e morfoldgicas interpretadas
como perda de diferenciagdo e alta agressividade das células malignas, evoluindo para
manifestacdes clinicas e metastases (ALMEIDA et al., 2005; ESSERS et al., 2006).

Com uma incidéncia anual estimada em 6 milhdes de casos, o cancer é a segunda
causa de morte, atrds apenas de mortes relacionadas a doencas cardiovasculares
(SRIVASTAVA et al.,, 2005). Por ter se tornado estigma de mortalidade e dor, o cancer
atemoriza a sociedade atual, sendo responsavel por 25 % das mortes. Acredita-se que até
2020 mais 20 milhdes de novos casos irdo surgir (ALMEIDA et al., 2005; CRUK, 2006).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2010 apontam que ocorrera um total de
489.270 novos casos de céncer, sendo 236.240 casos para 0 sexo masculino e 253.030
para o sexo feminino. Estima-se que o cancer de pele do tipo ndo melanoma (114 mil casos
novos) sera 0 mais incidente na populacdo brasileira, seguido pelos tumores de prostata (52
mil), mama feminina (49 mil), célon e reto (28 mil), pulmao (28 mil), estdmago (21 mil) e colo
do utero (18 mil) (Figura 1). Somente no estado do Ceard surgirdo 18.150 novos casos

(3,71 % do total) (INCA, 2010).

Fonte Insfiulo Nacional de Cancer - INCA!' MS

Figura 1 - Tipos de cancer mais incidentes estimados para 2010, exceto pele né&o

melanoma, na populacdo brasileira.
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Atualmente, o tratamento da maioria dos canceres consiste na combinacdo de
diferentes abordagens terapéuticas diferindo, principalmente, em relagdo ao tipo e a
gravidade da doenca. A quimioterapia, aliada a cirurgia e & radioterapia, constituem as
principais modalidades utilizadas (KUMAR et al., 2004). A quimioterapia consiste em um
tratamento a base de farmacos que interfere em processos distintos tais como crescimento,
disseminacdo e invasado tecidual por células cancerigenas (SOUZA et al., 2007). O cancer
pode ser tratado através de monoquimioterapia ou poliquimioterapia, esta mais utilizada por
apresentar resultados mais eficientes, ao reduzir o risco de resisténcia e atingir as células
em diferentes fases do seu ciclo (CARVALHO et al.,, 2003). Entretanto, a maioria dos
agentes quimioterapicos atua de forma inespecifica, lesionando tanto células malignas
guanto normais (ANAZETTI et al., 2003; KATZUNG et al, 2003; COSTA et al, 2008),
particularmente, aquelas de crescimento rapido, como as do trato gastrointestinal, dos
bulbos capilares e da medula éssea, 0 que explica a maior parte dos efeitos colaterais da
guimioterapia: nauseas, perda de cabelo, emagrecimento e maior susceptibilidade as
infeccbes. Porém, na grande maioria dos casos, 0 corpo recupera-se apés o tratamento,
sendo que o uso clinico dos mesmos exige que o0s beneficios sejam confrontados com a

toxicidade na procura de um indice terapéutico favoravel (KATZUNG et al., 2003).

1.2Morte Celular por Necrose e Apoptose

A homeostase nos organismos multicelulares é realizada pelo equilibrio entre a
proliferacédo e a morte de células. A desregulacdo destes mecanismos implica no surgimento
de doencgas como o cancer e doengas auto-imunes (FISCHER et al., 2004). Com o propdéstio
de pesquisar e compreender essas patologias, diversos tipos de morte celular vém sendo
descritos, tais como a apoptose, autofagia, necrose, catastrofe mitética, excitotoxicidade e
senescéncia. No entanto, a apoptose e a necrose sao 0s tipos mais intensamente estudados
(KRYSKO et al., 2008).

Na necrose a célula apresenta maior permeabilidade de sua membrana, as
organelas se dilatam, causando aumento de volume da célula, os ribossomos se dissociam
do reticulo endoplasmético rugoso e o nucleo se desintegra. Embora alguns casos de
necrose mostrem condensacdo cromatinica, nucleos fragmentados ndo é uma caracteristica
comum, ao contrario do que é visto na apoptose (ZIEGLER & GROSCURTH, 2004). A
aparéncia morfoldgica resulta da desnaturacdo das proteinas intracelulares, da digestao
enzimatica e da catéstrofe bioenergética por deplecdo de ATP a niveis incompativeis com a
sobrevivéncia das células devido a insultos téxicos ou danos fisicos (EDINGER &
THOMPSON, 2004; KUMAR et al., 2005). A diminuicdo na producdo de ATP causa
interferéncia na funcdo ou inibicdo da bomba Nat/K+, levando a tumefacéo celular devido ao

aumento de Nai citosolico e ocasionando a perda da permeabilidade seletiva da membrana
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O aumento do Ca?+ citosOlico provoca ativacdo de fosfolipases e de proteases, que
juntamente com o aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) induzem ruptura da
membrana plasmatica, extravasamento do conteldo celular e ativacdo de resposta
inflamato6ria (EDINGER & THOMPSON, 2004; ZIEGLER & GROSCURTH, 2004).

Por outro lado, o conceito de morte celular programada foi proposto pela primeira vez
em 1965 por LOCKSHIN & WILLIAMS (1965) para indicar uma forma nédo acidental de
morte, mas foi somente em 1972 que Kerr sugeriu o termo ‘apoptose’, uma palavra de
origem grega que significa ‘cair fora' ou ‘folhas caindo das arvores no outono’, para sugerir
um tipo de suicidio celular a fim de eliminar células indesejaveis ou desnecessarias ao
organismo mediante a ativacdo de um programa bioquimico de desmontagem dos
componentes celulares, internamente controlado, que requer energia e ndo envolve
processo inflamatério (KERR, 1972). A apoptose possui papel chave para o
desenvolvimento tecidual durante a embriogénese, na renovacgao celular e atrofia fisiol6gica
de 6rgaos, como do utero e das mamas apés o parto e desmame e na delecéo de linfécitos
T auto-reativos ou néo responsivos no timo (STRASSER et al., 2000; KUMAR et al., 2004).
A ativacdo da apoptose ocorre por duas vias gerais: via extrinseca e intrinseca (Figura 2).

Quando a via intrinseca é ativada (Figura 2), o primeiro passo é o aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial seguida da liberacdo de proteinas que
normalmente estavam localizadas no espaco intermembranar [citocromo c, fator de inducéo
da apoptose, Smac/DIABLO (Second Mitochondria-derived Activator of Caspases/Direct IAP
Binding Protein with Low Propidium iodidei), entre outros]. O citocromo ¢ se liga a Apaf-1
(Apoptotic peptidase activating factor 1) e forma um complexo multicatalitico chamado
apoptossomo. Este complexo ativa a caspase-9 a partir de sua forma zimogénica pro-
caspase-9. Entdo, a caspase-9 cliva as caspases efetoras -3, -6 e -7, ativando-as para
realizar a fragmentacdo do DNA (KUMAR et al., 2004; ZIEGLER & GROSCURTH, 2004).

A via de receptor de morte ou via extrinseca (Figura 2) envolve a ativacdo de
receptores de membrana. Eles sdo membros da superfamilia de receptores de fatores de
necrose tumoral (Tumor Necrosis Factor receptor - rTNF). Estdo inclusos nessa familia os
receptores de membrana rTNF-1, FAS (CD95), TRAIL (TNF-related apoptosis inducing
ligand), entre outros. Esses receptores possuem um dominio distinto dentro do citoplasma
denominado de dominio de morte (Death Domain - DD) que contém uma sequéncia de 65
aminoacidos. Apés a associacdo dos receptores de membrana ao seu correspondente DD,
ocorre uma mudanca conformacional nos receptores, 0 que promove 0 recrutamento de
uma molécula adaptadora FAS que ir4 associar-se com o dominio de morte (DD) formando
0 FADD. Este complexo formado é o responsavel por iniciar a cascata de caspases, pois 0
FADD se liga a procaspase-8 e forma caspase-8 (STRASSER et al., 2000; ZIEGLER &
GROSCURTH, 2004).
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Além da caspase-3, as duas vias de ativagdo da apoptose podem estar interligadas
através do Bid, uma proteina encontrada no citosol das células e que normalmente é clivada
pela caspase-8, formando uma proteina truncada, tBid, a qual é translocada para a
mitocondria, onde ativa o Bax, iniciando a liberagdo do citocromo c e, conseqientemente, a
disfuncdo mitocondrial (LI et al., 1998; LUO et al., 1998). Ap6s um estimulo de morte, a
proteina Bcl-2 inibe a permeabilizacdo da membrana externa da mitocondria, pelo sequestro
de Bax ou por competir or sitios que seriam ocupados pela Bax na membrana externa
mitocondrial (HENGARTNER, 2000). Portanto, o processo de apoptose esta totalmente
interligado para a amplificacdo do sinal apoptético e ativacdo das caspases, embora a
esséncia da via intrinseca seja determinada pelo equilibrio entre as moléculas protéicas pro-
apoptoticas (Bax, Bak e Bid) e anti-apoptoticas (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1) que regulam a
permeabilidade mitocondrial (STRASSER et al., 2000).
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Figura 2 - Esquema demonstrando as principais vias de ativacdo da apoptose, suas
interconexbes e as alteracdes morfologicas mais caracteristicas. Adaptado de
MACFARLANE & WILLIAMS (2004) com algumas alterages.



1.3 Produtos Naturais com Atividade Anticancer

As estruturas dos compostos naturais possuem alta diversidade quimica,
especificidade bioquimica e outras propriedades moleculares que o0s tornam favoraveis
como modelos para a descoberta e desenvolvimento de novos farmacos. Essas
caracteristicas se devem a diversos fatores: maior nimero de centros quirais, atomos de
oxigénio, aceptores e doadores de hidrogénio e rigidez molecular guando comparados aos
compostos sintéticos. E possivel que essa selecido de fatores se deva a pressdo evolutiva
gue os organismos estejam passando a milhares de anos ao interagir com uma grande
variedade de proteinas e outros tipos de alvos especificos, o que explica, pelo menos em
parte, a eficicia dos produtos naturais nas mais variadas terapias farmacoldgicas (FEHER &
SCHMIDT, 2003).

Entre 1981 e 2002, das 1.031 novas entidades quimicas (New Chemical Entities -
NCE) aprovadas como medicamento pelo Food and Drug Administration (FDA), 5 % foram
produtos naturais e 23 % foram derivados de produtos naturais. No mesmo periodo, outros
20 % foram moléculas sintéticas que mimetizam as naturais. Apesar do interesse na
modelagem molecular, na quimica combinatéria e outras técnicas de sintese quimica, os
produtos naturais e, particularmente, as plantas medicinais, permanecem como uma
importante fonte de novos agentes terapéuticos contra doencas infecciosas (fungicas ou
bacterianas), cancer, dislipidemias e imunomodulagdo (NEWMAN et al., 2003; BUTLER,
2004; BALUNAS & KINGHORN, 2005; FERREIRA et al.,2008).

Desde 1500 a.C., as plantas e seus extratos, chas e infuses tém sido reconhecidos
como detentoras de potencial anticancer (LYONS & PETRUCELLI, 1978; BUTLER, 2004).
Entretanto, o estudo racional e ordenado de plantas como fonte de agentes antineoplasicos
comecou apenas em 1947 com o pioneirismo de Lee Hartwell e colaboradores, quando os
constituintes vegetais foram caracterizados e associados a atividade antitumoral do extrato
bruto (PETER, 1997). Segundo Dewick (1996), através da bioprospeccdo de 114 mil
extratos oriundos de aproximadamente 35 mil espécies de plantas, o Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos (National Cancer Institute of United States, NCI-US) identificou
importantes compostos antitumorais como a camptotecina, a podofilotoxina, a combretastina
e o paclitaxel (SRIVASTAVA et al., 2005) (Tabela 1). Assim, de todas as moléculas
antitumorais disponiveis entre 1940 e 2002, 40 % tem origem natural ou de derivados de
produtos naturais e outros 8 % foram substancias sintéticas inspiradas em moléculas
naturais (NEWMAN et al., 2003).

Devido a grande importancia que as substancias naturais representam na pratica
clinica, inimeros analogos foram sintetizados na tentativa de se obter farmacos mais
potentes. Assim foi com o diterpeno Paclitaxel (Taxol®) que, inicialmente, mostrou

resultados promissores nas fases | e Il em canceres de pulmdo, ovario, mama e carcinoma
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de células escamosas de cabeca e pescoco e foi aprovado pelo FDA para tratamento de
metastase de carcinoma de ovério (EISENHAUER & VERMORKEN, 1998). Apesar de ter
sido a droga mais vendida no ano de 2000, o paclitaxel apresenta baixa biodisponibilidade
devido a baixa solubilidade em &gua (SCHIFF et al., 1979) e causa fortes nauseas,
formigamento nos pés e maos, leucopenia e trombocitopenia. Alguns anos depois surgiu o
Docetaxel (Taxotere®), um analogo estrutural com propriedades farmacolégicas melhores
que o taxol (atividade antitumoral e solubilidade aquosa), sendo usado no tratamento de
pacientes com metastase avancada de cancer de mama e de pulmdo, embora cause
supressao da medula éssea, reacdes de hipersensibilidade, vémitos e alopecia (RINGEL &
HORWITZ, 1991). Com solubilidade 1.800 vezes maior que o paclitaxel, a pré-droga Isotaxel
surgiu como uma molécula inativa, mas apés 12 min em pH fisiolégico ocorre a conversao
do isotaxel a taxol (HAYASHI et al., 2003). J& o Nab-paclitaxel (ABI-007; Abraxane®) é uma
nova formulacdo do paclitaxel que dispensou o uso do cremofor como solvente, diminuiu 0s
efeitos colaterais (neuropatia periférica e neutropenia, principalmente) e aumentou a eficacia

do tratamento quando comparada ao paclitaxel e docetaxel (ISMAEL et al., 2008).
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Tabela 1 - Alguns exemplos de farmacos antitumorais encontrados em plantas.

Estrutura

_ . Atividade
) Mecanismo de Acado .
Classe / Origem o ) citotoxica e
Original / Derivados )
antitumoral
Alcaloide Inibicéo da Mama, colon, reto
topoisomerase | e pancreas
Camptotheca
acuminata Topotecan (Hycamptin®)
Irinotecan (Camptosar®)
Rubitecan (Orathecin®)
Lurtotecan (NX211)
Mesilato de Exatecan
(DX-89511)
Lignano Parada do ciclo celular na Tumores de
metafase devido ao Wilms, de pulmao,
Podophyllum blogueio irreversivel da  linfomas, leucemia
peltatum atividade catalitica da aguda, pulmao,

DNA topoisomerase I

Etoposideo (Vepesid®)
Tenoposideo Vumon®)
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cérebro e contra
varios canceres
genito-urinarios
(ovario, bexiga e

teratomas)

Referéncia

WALL et al. (1966);
REDINBO et al
(1998); STAKER et
al. (2002); ROYCE
et al. (2004);
SRIVASTAVA et al.
(2005)

UTSUGI et al.
(1996); SCHACTER
(1996);
SUBRAHMANYAM
et al. (1998);
GORDALIZA et al.
(2004)



Estrutura

Combretastatina A-1

OH

OCH3

Classe | Origem

Estilbeno

Cobretum

caffrum

Diterpendide

Taxus brevifolia
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Tabela X - Alguns exemplos de farmacos antitumorais encontrados em plantas (continuacao).

Mecanismo de Acéo

Original / Derivados

Despolimerizacao e
supressdo da dinamica

dos microtubulos

Combretastatina A-4
Combretastatina A-4
fosfato

Estabilizacdo dos

microtubulos

Docetaxel (Taxotere®)

Isotaxel

/Vaé-paclitaxel
(Abraxane®)

Atividade
citotoxica e
antitumoral

Célon, pulméo e

leucemias

Pulmao, ovario,
mama e carcinoma
de células
escamosas de

cabeca e pescoco

Referéncia

OHSUM et al.
(1998);
SRIVASTAVA et al.
(2005)

SCHIFF et al.
(1979);
EISENHAUER

& VERMORKEN,
(1998); HAYASHI et
al. (2003); ISMAEL
et al. (2008)



1.4 Planta estudada: Casearia sylvestris Swartz
Casearia sylvestris Swartz (Figura 3) (Sin6nimos: Samyda parviflora L., Casearia

parviflora L., Anavinga samyda Gaertn. F.) pertence, tradicionalmente, a familia
Flacourtiaceae, a qual € composta de 89 géneros e 1300 espécies encontradas em diversas
regides tropicais e temperadas do mundo, possuindo o género Casearia quase 180 espécies
(LITTLE & WADSWORTH, 1964; TORRES & YAKAMOTO, 1986). Recentemente,
abordagens moleculares aplicadas a sistematica filogenética de diversas familias, inclusive
Flacourticaceae e Salicaceae, que culminaram no surgimento do Angiosperm Phylogeny
Group (APG), além de constatagBes ecoldgicas, quimicas e morfoldgicas, resultaram na
extincdo da familia Flacourtiaceae e na transferéncia da maioria dos seus géneros para a
familia Salicaceae, entre eles o0 género Casearia (SOUZA & LORENZI, 2005).

Muito comum nas Américas, a espécie C. sylvestris ocorre desde Cuba, Antilhas e
Porto Rico passando pelo México, Brasil, Bolivia e Peru até Argentina e Uruguai. No Brasil,
é encontrada praticamente em todo o territério desde o Amazonas, proximo ao rio Tapajos
até o estado do Rio Grande do Sul (LITTLE & WADSWORTH, 1964; TORRES &
YAKAMOTO 1986, HACK et al. 2005). No Brasil, C. sylvestris é conhecida como
guacatonga, uma palavra originaria do tupi-guarani, o que sugere seu remoto uso pelas
comunidades indigenas. Além de guacgatonga, outros nomes populares para a planta sdo
erva-de-lagarto, lingua-de-giu, cafezinho-do-mato, café-bravo, corta-lengua, bugre herb e
wild coffee (HOEHNE, 1939; LITTLE & WADSWORTH, 1964; TORRES & YAKAMOTO

1986).
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Folhas

Inflorescéncia

Frutos

Fonte: BLANCO (2008)

Figura 3 - Casearia sylvestris Swartz.
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1.4.1 Propriedades Farmacologicas
Os indios da tribo Karaja tém o habito de preparar uma maceracdo da casca de C.

sylvestris para tratar diarréia; outras tribos brasileiras esmagam suas raizes para usa-las em
ferimentos, contra a lepra tropical e como remédio antiofidico; ja os indios Shipibo-Conibo
do Peru utilizam uma decoccdo da casca para gripes e resfriados (HOEHNE, 1939).
Certamente, a acdo antimicrobiana contra fungos (Aspergilus niger, Saccharomyces
cerevisiae, Candida albicans, Candida tropicalis) (CARVALHO et al., 1998; OBERLIES et al.,
2002; DA SILVA et al, 2008a) e bactérias (Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Staphyloccoccus aureus, Enterococcus faecalis, Salmonella enteriditis) (CHIAPPETA et al.,
1983; MOSADDIK et al., 2004; DA SILVA et al., 2008a) explica o0 uso popular no tratamento
de feridas, pequenas ulceracdes de pele e diarréia. Nos Ultimos anos, a planta tem sido
usada como um dos principios ativos de cremes contra herpes e comercializada em
formulagcdes associadas a outras plantas para o preparo de chas e infusbes com obijetivos
terapéuticos (CAMARGO et al., 1993; SIMOES et al., 2001).

Extratos das folhas de C. sylvestris possuem propriedades antiulcerogénicas, o que
legitima sua vasta aplicacdo contra dores gastrointestinais (HOEHNE, 1939). BASILE et al.
(1990) e ESTEVES et al. (2005) mostraram que o0 extrato etandlico e o Oleo essencial
extraido das folhas de guacatonga sdo capazes de diminuir significativamente o volume
gastrico e a producdo de &cido cloridrico de forma mais eficiente que misoprostol sem
alterar o pH da secrecdo estomacal. A protecdo da mucosa estomacal tem sido atribuida a
compostos bioativos presentes nas folhas (terpenos, cumarinas, taninos e alguns 6leos)
(SERTIE et al., 2000), os quais tem mostrado atividade antioxidante e antiinflamatoria
(ABREU-GONZAGA et al., 2003; MENEZES et al., 2004; ESTEVES et al.,, 2005). De fato,
inUmeras pesquisas tém descrito o potencial antiinflamatoério de extratos preparados a partir
das folhas de guacatonga, baseadas quase sempre no uso popular de preparacfes simples
e baratas (HOEHNE, 1939; RUPPELT et al., 1991; SASSIOTO et al., 2004).

O extrato aquoso das folhas mostra potencial inibitorio contra atividades toxicas,
enzimaticas, hemorragicas e anticoagulantes exibidas por uma variedade de venenos,
principalmente contra aqueles das classes de PLA2 | (Phospholipase A2 (Elapidae), Il
(Viperidae) e Il (abelhas) (BORGES et al.,, 2000, 2001; DA SILVA et al.,, 2008b). Esse
extrato € capaz de diminuir as lesdes musculares esqueléticas ao prevenir a formacao de
edema no tecido conectivo do endomisio e ao diminuir o bloqueio muscular, achados que
elevam os percentuais de prote¢do contra danos teciduais dependendo do tipo de veneno
(CAVALCANTE et al., 2007).

Além de todo o potencial bioativo acima descrito, o extrato aquoso das folhas
apresenta acdes neuromodulatérias ao interferir na atividade de enzimas dos sistemas

purinérgico e colinérgico e ao inibir a atividade da Nat-/K+/ATPase do sistema nervoso
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central (DA SILVA et al,, 2006), o extrato hidroalcodlico mostra efeitos antinociceptivos
através da inibicdo na producdo de mediadores inflamatérios ou por ativacdo do sistema
opidide (MATTOS et al., 2007) e o extrato hexanico possui acdo larvicida contra Aedes

aegypti (RODRIGUES et al., 2006).

1.4.2Terpenos - Diterpenos Clerodanicos

O grupo dos terpenos é o maior representante de compostos naturais oriundos de
plantas, possuindo, pelo menos, 30.000 moléculas dos mais variados tipos estruturais
(CONNOLLY & HILL, 1991). Essa enorme variedade estrutural de metabdlitos terpénicos
esta relacionada, principalmente, a evolucdo de enzimas pertencentes a superfamilia
Terpeno Sintase, que inclui mais de uma centena de genes conhecidos até hoje. Os
terpenos séo formados por uma unidade béasica de 5 carbonos chamada isopreno. Assim, 0s
terpenos sao classificados como monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),

sesterterpenos (C25) e triterpenos (C30) (TRAPP & CROTEAU, 2001).

A maioria dos compostos isolados das folhas de Casearia sp. é representada por
diterpenos clerodanicos triciclicos oxigenados que exibem uma configura¢do cis entre os
anéis A e B e um sistema diacetdlico tipico nas posi¢cdes C-18 e C-19 (Figura 4). Varios
diterpenos clerodanicos foram isolados de C. sylvestris: casearinas A-X (CARVALHO et al.,
1998; ITOKAWA et al., 1990; MORITA et al., 1991; WANG et al., 2009a, SANTOS et al.,
2010), casearina X dialdeido, caseargrevina F (SANTOS et al.,, 2010), 2p-metdxi-cleroda-
3,13-dieno-18-carboxi-15,16-olide, 15C-metoxi-cleroda-3,12-dieno-18-carboxi-15,16-olide
(WANG et al.,, 2009b), acido hardviquico e 15-hidroxi-3-clerodeno-2-ona (SANTOS et al.,
2007), isolados das folhas; casearvestrinas A-C, das folhas e galhos (OBERLIES et al.,
2002) e re/-19S-acetoxy-18R-butanoyloxy-18,19-ep06xi-6S-hidroxi-2R-(2-metilbutanoiloxi)-
5S,8R,9/?,10S-cleroda-3,13(16), 14-trieno, isolado das raizes (ESPINDOLA et al., 2004)
(Figuras 4 e 5)
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15 Diterpenos

Casearina A (1)
Casearina B (2)
Casearina C (3)
Casearina D (4)
Casearina E (5)
Casearina F (6)
Casearina G (7)
Casearina H (8)
Casearina | (9)
Casearina J (10)
Casearina K (11)
Casearina L (12)
Casearina M (13)
Casearina N (14)
Casearina O (15)
Casearina P (16)
Casearina Q (17)
Figure 4 - Substituintes RI-R5 das ©@seamnaR (18
Casearina S (19)
Casearina T (20)
casearvestrinas A-C (ITOKAWA et al, casearinaU (21)

1990; MORITA et al., 1991; CARVALHO et CasearinaV (22)
Casearina X (23)

al., 1998; OBERLIES et al., 2002; WANG _
Casearvestrina A (24)

et al., 2009a; SANTOS et al, 2010) e casearvestrina B (25)

citotoxicidade (IC50) em V-79 (células de Casearvestrina C (26)

casearinas A-X, Caseagrevina F e

pulm&o de hamster chinés) das casearinas C@seaarevinaF (27)

A-R (adaptado de MORITA et al., 1991).
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(28) (29) (30)

Figure 5 - Outros diterpenos clerodanicos extraidos de diferentes partes de Casearia sylvestris: re/-19S-acetoxy-18F?-butanoyloxy-18,19-
epoOxi-6S-hidroxi-2R-(2-metilbutanoiloxi)-5S,8R,9/?,10S-cleroda-3,13(16),14-trieno  (28); 2p-metdxi-cleroda-3,13-dien-18-carboxi-15,16-olide
(29); 15C-methoxy-cleroda-3,12-dien-18-carboxi-15,16-olide (30); acido hardviquico (31); 15-hidroxi-3-clerodeno-2-ona (32) e Casearina X
dialdeido (33) (ESPINDOLA et al., 2004; SANTOS et al., 2007; WANG et al. 2009b; SANTOS et al., 2010).
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1.5 Toxicidade de Plantas
No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou

nenhuma comprovacéo de suas propriedades farmacolégicas. Esse consumo com finalidade
curativa € mais difundido em areas rurais, onde o acesso ao atendimento clinico-laboratorial
é dificil e financeiramente mais dispendioso (HOLETZ et al., 2002), sendo as plantas, na
maioria das vezes, empregadas para fins medicinais diferentes daqueles utilizados pelos
silvicolas (JUNIOR & PINTO, 2005), fato que favorece a manifestacdo de efeitos toxicos,
principalmente, devido a mecanismos quimicos de protecdo, além dos mecanicos (como
espinhos, cornos e pélos ou o desenvolvimento de revestimento) (CHEEKE, 1998).
Geralmente, 0s mecanismos quimicos de defesa sao representados por substancias toxicas
gue se concentram nas partes da planta que mais contribuem para o desenvolvimento como
folnas novas, ramos de florescéncia e sementes (RALPHS et al., 2000). As principais
classes de constituintes quimicos de plantas com atividade farmacolégica que podem ser
detectadas com a aplicagcdo de testes analiticos padrées sdo os acidos graxos, terpendides,
esterdides, fendis, alcaléides, cumarinas e flavondides (MATOS, 1988), sendo os alcaléides,
glicosideos, lectinas e acidos orgéanicos as classes quimicas mais importantes na toxicologia
de vegetais (CHEEKE, 1998).

Para um reconhecimento preciso da toxicidade de plantas deve-se ter familiaridade
com as plantas da regido e o conhecimento das variacbes sazonais na concentracdo de
substancias toxicas. Cada planta, assim como outras causas de doencas, produz quadros
clinico-patolégicos mais ou menos caracteristicos e os achados podem comprovar a
etiologia e auxiliar no diagnéstico diferencial. A cultura e o desconhecimento da populacao,
além da quantidade ingerida pelo acidentado sao fatores que dificultam o diagnéstico e o
tratamento em casos de envenenamento por plantas (CHEEKE, 1998; TOKARNIA et al.,
2002). No contexto da terapia antineoplasica, a determinacdo do potencial toxicolégico e
genotoxico de plantas ou de substancias oriundas destas merece grande atengéo devido ao
risco de efeitos adversos que estdo quase sempre relacionados a uma estreita janela
terapéutica, & mdultipla resisténcia farmacolégica e &s similaridades morfologicas e
fisiologicas entre células normais e transformadas, o que torna muito dificil evitar a
toxicidade advinda do tratamento, principalmente, para pacientes no estagio avangado da
doenca, quando os efeitos adversos da quimioterapia podem superar os beneficios e
aumento da sobrevida ndo € acompanhado pela melhora da qualidade de vida (KAMB,
2005; SOUZA et al., 2007). Por isso, continua sendo imprescindivel o estudo dos eventos
celulares e moleculares envolvidos na progressdo do cancer e na acdo farmacoldgica dos
agentes citotdxicos, sobretudo daqueles que afetam a integridade do material genético
(RIBEIRO et al., 2003; COLLINS, 2004).
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1.6 Genotoxicidade

Diariamente, o DNA das nossas células sofre mais de dez mil lesdes, em parte,
devido ao préprio metabolismo celular e/ou erros durante a replicacdo do material genético.
Contudo, a exposi¢do a agentes quimicos, fisicos e biolégicos contribui para incrementar a
carga mutagénica a qual os seres humanos estao expostos (SLUPPHAUG et al., 2003). O
efeito genotdxico de um agente potencialmente mutagénico depende do seu alvo celular.
Esses agentes mutagénicos podem induzir mudancas gendmicas por interagir diretamente
ou indiretamente com o DNA ou por interagir com proteinas envolvidas na manutengdo da
integridade do genoma (KIRSCH-VOLDERS et al, 2003; HOUTGRAAFF et al., 2006).
Devido a variedade das lesdes moleculares relevantes ao desenvolvimento do cancer e de
defeitos genéticos transmissiveis, a andlise de multiplos efeitos genéticos é geralmente
necesséria no screening em genotoxicidade de substancias. Inclusive plantas medicinais,
tais como Chrysobalanus icaco (FERREIRA-MACHADO et al.,, 2004), Aloe vera (PAES-
LEME et al, 2005) e Copaifera langsdorffii (CAVALCANTI et al., 2006) tem mostrado
potencial genotéxico e mutagénico, descobertas que inspiram cuidados a cerca do uso
descontrolado de produtos de origem vegetal. Desse modo, essas substancias devem ser
testadas em diferentes ensaios a fim de se obter informagcBes suficientes sobre seu
potencial genotéxico (RIBEIRO et al., 2003).

Um grande numero de testes de curta-duracdo esta disponivel para a avalia¢do do
perigo genético. Esses modelos sdo categorizados pelos indicadores biol6gicos que
avaliam: mutac@o génica (teste de Ames), dano cromossdmico (aberracdes cromossdmicas,
microndcleo) ou lesdo no DNA (ensaio do cometa). A associacdo intima desses indicadores
biol6gicos com os mecanismos conhecidos de ativacdo de proto-oncogenes ou perda de
funcdo de genes supressores de tumor, tem fortalecido a importancia dos testes de
genotoxicidade (RIBEIRO et al., 2003; COLLINS, 2004). Embora a toxicidade genética ndo
seja uma medida de carcinogenicidade, ela é frequentemente usada como um indicador
para 0 cancer, uma vez que os testes de mutagenicidade avaliam um evento inicial ou
intermediario da tumorigénese (TICE et al., 2000), havendo associa¢gdo entre respostas
positivas em testes de toxicidade genética e carcinogenicidade tanto em roedores como no
homem (SARTO et al.,, 1987; COLDITZ et al., 1996; OLIVEIRA et al., 2009).

O Ensaio do Cometa, mais especificamente conhecido pela sigla inglesa SCGE
(Single Cell Gel Electrophoresis) tornou-se um dos principais métodos de estudo do dano as
moléculas de acido desoxirribonucléico, alcancando o status de teste padréo para avaliar a
seguranca de novos farmacos, genotoxicidade in vitro contra células normais e
transformadas, humanas ou animais, ecotoxicologia, biomonitoramento populacional, como
ferramenta basica em estudos de reparo de DNA, na avaliagdo de danos ocupacionais a

compostos quimicos, radiacdo, substancias oxidantes presentes nos alimentos e na
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associacao de estresse oxidativo com varias doencas (HARTMANN & SPEIT, 1997; DIXON
et al., 2002; COLLINS, 2004; CAVALCANTI et al.,, 2006), além de sua aplicagédo in vivo
guando se deseja estudar o efeito genotdéxico de uma dada substédncia em um O6rgéo
especifico (SASAKI et al., 2000; BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005). O principio do teste
estd baseado na capacidade do DNA sofrer migracdo em uma matriz de agarose durante
uma eletroforese. A deteccdo de migracbes alteradas de DNA depende de varios
pardmetros como, por exemplo, a concentracdo da agarose no gel, do pH, da temperatura,
da voltagem e amperagem e da duracdo da eletroforese (HARTMANN et al, 2003). A
versdo alcalina do cometa identifica quebras simples e duplas no DNA, sitios alcali-labeis,
sitios incompletos de reparo e ligacdes cruzadas enquanto a versdao neutra identifica
guebras duplas. Estas lesdes, a depender de sua natureza, podem ser corrigidas mediante
expressao de varios genes envolvidos nos mais variados mecanismos de reparo do DNA
(TICE el al., 2000).

Outro método utilizado na avalicdo genotdxica de farmacos é o teste de Micronucleos
(MNs). Microntcleo (MN) é um nucleo adicional e separado do ndcleo principal de uma
célula, formado por cromossomos ou fragmento de cromossomos que ndo sao incluidos no
nucleo principal durante a mitose (SCHMID, 1975; RAMIREZ & SALDANHA, 2002). Sua
formacdo se deve a alteracdes estruturais cromossémicas espontaneas ou decorrentes de
fatores ambientais ou, ainda, a falhas no fuso mitético, sendo, portanto, excluido do novo
nucleo formado na tel6fase (SCHMID, 1975; RIBEIRO et al, 2003). As analises
morfolégicas e estruturais mostram os MNs possuem cromatina similar e com intensidade
de cor semelhante ou mais fraca que o nudcleo principal, borda evidente (sugerindo
membrana nuclear), formato arredondado, localizacdo intracitoplasmatica e um diametro
menor que 1/5 do ndcleo principal (Figura 6) (TOLBERT et al., 1992).

A formacdo de micronlcleos é uma das maneiras que o organismo disp8e para se
adaptar ao dano gerado por agentes exdgenos ou enddgenos e manter a célula viavel
(FENECH, 2007), por isso a contagem de eritrécitos policromaticos micronucleados
(EPCMN/2000 células) associada ao ensaio do cometa tem sido um instrumento atil no
monitoramento de individuos expostos a agentes genotoxicos de natureza ocupacional ou
ambiental (SARTO et al., 1987), uma vez que o estilo de vida é responsavel pela exposi¢cao

a agentes que produzem a maioria das neoplasias (DOLL & PETO, 1981; COLDITZ et al.,
1996).
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Figura 6 - As varias possibilidades do blogueio da divisdo celular resultante da exposicao a

agentes genotdxicos e/ou citotdxicos.
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2 - OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Estudar o potencial antitumoral e toxicol6gico dos diterpenos clerodanicos Casearina

B (Cas B), Casearina D (Cas D), Caseargrevina F (Cas F) e Casearina X (Cas X) e da
Fragdo rica em Casearinas (FC) isolados das folhas da planta Casearia sylvestris.

2.2 Objetivos Especificos
- Determinar a atividade citotdxica in vitro dos diterpenos clerodanicos Cas B, D, F e X e da

FC contra células tumorais e normais usando os ensaios do MTT e Alamar Blue;

- Investigar o0 mecanismo de a¢do das moléculas usando células leucémicas da linhagem
HL-60 como modelo experimental e métodos in vitro para avaliacdo das alteracdes
morfolégicas, bioquimicas e celulares (incorporagéo de 5-bromo-2-desoxiuridina, coloragéo
por May-Grinwald-Giemsa e citometria de fluxo);

- Avaliar a capacidade antitumoral da FC em camundongos transplantados com células do

tumor Sarcoma 180;
- Determinar a genotoxicidade in vitro da Cas B, D, F e X e da FC em células

mononucleares de sangue periférico humano usando o ensaio de Cometa;
- Averiguar a toxicidade in vivo da FC através do perfil hematolégico e bioquimico, da

andlise histolégica de 6rgaos-chave e do potencial genotdxico (teste do Cometa e formacao

de Micronucleos).
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Equipamentos

Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2®

Agitador de tubo, Donner AD 8850®

Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di®

Bomba a vacuo, EXIMPUMP®

Citoentrifuga, CT-2000 CIENTEC®

Centrifuga Excelsa Baby, | FANEN Modelo 206®

Centrifuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5403®

Centrifuga de laminas, Shandon Southern Cytospin®

Citdbmetro de fluxo, Guava EasyCyte mini®

Contador automatico de células sanguineas Coulter Counter T-530®
Deonizador de agua Milli-Q, Milipore®

Espectrofotdbmetro de placa DTX-880, Beckman Coulter®

Estantes de ventilacdo, ALESCO®

Fluxo laminar, VECO®

Incubadora de células, (CO2 Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow®
High Throughput Screening (HTS)/Laboratory Automation Workstation, Biomek 3000,
Beckman Coulter®

Microondas, Panasonic®

Microscopio 6ptico, Metrimpex Hungary/PZO-Labimex Modelo Studar lab®
Microscopio optico de inversdo, Nikon Diaphot®

Micr6tomo, Slee Mainz®

pHmetro, Micronal B474®

Pipetas autométicas, Gilson®

Sistema de Eletroforese Horizontal mini Submarine, Amersham Biosciences®

Solucbes, Reagentes e Farmacos

Acido Acético Vetec®
Acido Cloridrico Vetec®
Alcool Etilico Vetec®
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Alcool Metilico

Agarose | %

Agarose LMP 1.5 %

Agarose NMP 0.5 %

Alamar Blue (Resazurina)

Anticorpo anti-BrdU

Anticorpo biotinilidado anti-
imunoglobulina de

camundongo

Azul de tripan 10%

BrdU 10mM

Citrato de Saddio

Cloreto de Sodio (NacCl)

Diaminobenzidina (DAB)

Diacetato de 27'-

0.5 g de agarose
Agua deionizada g. s. p. 50 mL

1.5 g de agarose
PBS g. s. p. 100 mL

0.5 g de agarose
PBS g. s. p. 100 mL

0.312 mg/mL

1 pL de anticorpo anti-BrdU
BSA 5 % g.s.p. 500 pL de solugéo

1 pL de anticorpo anti-imunoglobulina
BSA 5 % qg.s.p. 100 pL de solucao

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

5 pL de DAB
1 mL de Tris-HCI (Tris 0,05M) pH= 7,6
2 pL de H202
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Vetec®

FMC-
Bioproducts®

Gibco®

Gibco®

Sigma®

Sigma®
Dako®

Sigma®

Sigma®

Sigma®

Grupo
Quimica®

Labsynth®

Immunotech®
Proquimios®
Proquimios®

Invitrogen®



diclorohidrofluoresceina
Dimetilsulfoxido (DMSO)

Doxorrubicina

EDTA

Estreptavidina - peroxidase

Entellan

Ficoll

Fitohemaglutinina

Formaldeido 10 %

Halotano (Fluothane)

Heparina

Hidroxido de Sodio (NaOH)

lodeto de propideo 50 pg/mL

Kits para analises bioquimicas

Kit Guava Nexin Assay

1 pL de Estreptavidina - peroxidase
BSA 5 % g.s.p. 100 pL de solucéo

Meio para montagem rapida de laminas

para analise em microscopia optico

100 mL de formaldeido
H20qg.s.p. L L

100 mL

1 mg de iodeto de propideo
PBS g.s.p. 50 mL

AST, ALT, albumina, fosfatase alcalina,
uréia, creatinina, glucose, amilase,

colesterol total e triglicerideos
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Sigma®

Qeel®

Sigma®
Dako®

Merck®

Sigma®

Sigma®

Dinamica®

Zeneca®

Vetec®

Vetec®

Boehringer®

Larbolab®
Labtest®

Guava

Technologies®



Kit FAM Caspase Activity
FLICA Apoptosis Detection

Meio de cultura de células
RPMI 1640

MTT

N-Lauroylsarcosine

Penicilina - estreptomicina

Ringer-lactato

Rodamina 123

Sulfato de Gentamicina

Solugéo de Eletroforese

Solucao de Lise

Diluido em &agua deionizada e
esterelizada, filtrado em filtro millipore
(0.22 pm) e complementado com SBF
10 %, 1 % de glutamina, 1 % de
antibiéticos, 1 % de bicarbonato de
sédio (0.75 %) e 25 mM de HEPES

20 mg de MTT
PBS g.s.p. 100 mL de solugéo

Penicilina 10.000 U.l./mL

Estreptomicina 10 mg/mL

Cloreto de Sdédio = 0.600g
Cloreto de Potéssio = 0.030g
Cloreto de Célcio 2H20 = 0.020g
Lactato de Sdédio = 0.30g

Agua q. s. p. 100 mL

EDTA 1mM, NaOH 300 mM,
pH > 13

NaCl 2.5M, EDTA 100mM

Tris 10 mM, N-Lauroyl sarcosine 1%
pH = 10, Triton X-100 1 %, DMSO
10%
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Sigma®

Cultilab®

Sigma®

Sigma®

Cultilab®
Cultilab®

Laboratérios

Biosintética®

Sigma®

Novafarma®



Solugéo de Neutralizagao

Solugdo desnaturante
(para analise de incorporacdo
de BrdU)

Soro fetal bovino

SSC 10X

Tampao de corrida 50 X (TAE)

Tampao fosfato (PBS)

Tampao Tris (TBS) 10X

Tripsina 0,25%

Triton X -100

Xilol 10 %

5- Fluorouracil

Tris 0.4 M, pH = 7.5

Formamida 70 %

2x SSC (pH entre 6.5- 7.5 a 70 °C)

Cloreto de sédio 1.5 M
Citrato de sb6dio 0.15 M
H20

242 g de TRIS
57.1 mL de &cido acético glacial
100 mL de EDTA 0,5 M

8.766 g de Cloreto de sodio
2.14 g de NaHPO4.7H20
0.276 g de NaHPO4.H20

H20 g.s.p. 1 L de solugéo (pH = 7.2)

Cloreto de sddio 1.5 M

Tris 0.5 M (pH= 7.6)
H20

50 mL de Tripsina 2.5 %

0.125 g de EDTA
450 mL de PBS

100 mL de formaldeido
H20qg.s.p. 1L

2.5 mg/l mL

Vetec®

Cultilab®

Labsynth®
Labsynth®
Labsynth®

Labsynth®

Proquimios®

Cultilab®

Proquimios®

Isofar®

Dinamica®

Sigma®



Modelos biolégicos
» Camundongos albinos (Mus musculus Linnaeus)

Todos os animais utilizados nos estudos in vivo foram camundongos adultos machos
albinos (Mus musculus Linnaeus) da linhagem Swiss provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara (BIOCEN - UFC). Os animais foram mantidos em estantes
ventiladas sob condi¢cdes padrbes de temperatura (22 + 1 °C) e luminosidade (12h de ciclo
claro/escuro) e sob regime de ingestédo ad libitum de ragdo comercial (Purina, Sdo Paulo) e
agua clorada durante todo o periodo do experimento. Todos os protocolos investigacionais
utilizados foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (COPEA)
da Universidade Federal do Ceara (Processo n° 032/2008, ANEXO A) e estdo de acordo
com o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e seguindo padrdes
internacionais de uso de animais de laboratério (ANDRADE et al., 2002; EEC DIRECTIVE

OF 1986, 86/609/EEC).

* Linhagens celulares tumorais mantidas em cultura (Tabela 2)

As linhagens celulares cedidas pela NCI-US foram cultivadas em frascos plasticos
para cultura (Corning, 25 cm2, volume de 50 mL para células aderidas e 75 cm2, volume de
250 mL para células em suspensdo), utilizando o meio de cultura RPMI 1640
complementado com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibibticos
(penicilina/estreptomicina). As células foram incubadas em estufa a 37 °C com atmosfera de
5 % de CO2 e 95 % de umidade, seguido da observacao do crescimento celular com ajuda

de microscopio de inversdo a cada 24 h.

» Células polimorfonucleares de sangue periférico humano (Peripheral Blood Mononuclear
Cells - PBMC)

A coleta do sangue periférico humano foi conduzida de acordo com a resolugdo
196/96 do Conselho Nacional de Saude e realizada por profissionais capacitados da
UNIFAC (Unidade de Farmacologia Clinica, Universidade Federal do Ceard) utilizando
seringas de 10 mL estéreis e descartaveis. Voluntarios adultos saudaveis foram escolhidos
na faixa etaria de 18 a 30 anos, sem histérico de doencas recentes, ndo fumante ou etilista,

sem exposicao recente a radiagbes ou a medicamentos (RIBEIRO et al., 2003).
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3.2 Métodos
3.2.1 Extragdo da Fracdo rica em Casearinas e isolamento dos diterpenos

clerodanicos Casearina B, Casearina D, Caseargrevina F e Casearina X

As folhas de Casearia sylvestris Swartz foram coletadas no Parque Estadual Carlos
Botelho (S&o Miguel Arcanjo, S&o Paulo) em marco e julho de 2004. Exsicatas dos
individuos coletados foram depositadas no herbario Maria Eneida P. Kaufmann do Instituto
Botanico do Estado de Sdo Paulo (referéncias: AGS04, AGS05, AGS06, AGS13 e AGS19).
O material vegetal foi seco de forma mista (& temperatura ambiente e em estufa a 40 °C) por
sete dias. Sua fragmentacao foi realizada em moinho de facas.

O isolamento e a determinacdo estrutural dos diterpenos clerodanicos foram
realizados no Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais -
NuBBE, do Instituto de Quimica da UNESP (Araraquara, Sdo Paulo). As folhas secas e
moidas de C. sylvestris (20 kg) foram extraidas com cerca de 200 L de etanol em extrator de
aco inox (capacidade 300 L) com sistemas de circulacdo de solvente e de aquecimento, a
40 °C por cerca de 24 h. O extrato liquido foi concentrado sob pressédo reduzida e, em
seguida, seco em capela e dessecador com silica gel sob vacuo, fornecendo 1.540 g de
extrato seco. Parte deste extrato (473.6 g) foi fracionada através de uma extracdo em fase
sélida (EFS) utilizando carvao ativo/silica gel 60-200jim (1:1, m/m) como fase estacionaria e
os eluentes hexano/acetato de etila (95:05, v/v), acetato de etila e metanol, fornecendo 3
fracOes respectivamente. Analises por ressonancia magnética nuclear de 1H revelaram que
apenas EFS2 (AcOEt, 124.1 ¢) apresentou 0s sinais caracteristicos de casearinas
(correspondendo a Fracdo rica em Casearinas, FC). Dezesseis gramas da fracdo EFS2
foram submetidos a fracionamento por cromatografia em coluna em silica gel 40-63 pm num
gradiente de hexano/acetato de etila/isopropanol 78:20.5:1.5 até 60:37,2:2.7, fornecendo 45
fracoes. Algumas fracBes obtidas pela cromatografia em coluna foram submetidas a
cromatografia liquida de alta eficiéncia preparativa (C-18; modo isocratico com concentracao
de metanol variando de 67-75% dependendo da fracdo; A = 235 nm): fracbes CC8+9+10+11
(2.564 mg) forneceram a casearina X (1.123.5 mq); fracdes CC15+16+17+18+19 (2.656 mQ)
forneceram a casearina B (250.6 mg) e a caseargrewiina F (846.5 mg); fracdo CC31 (217.2
mg) forneceu a casearina D (83.5 mg) (Figura 7). As estruturas quimicas das substancias
foram determinadas com base nos resultados dos experimentos de Espectrometria de
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 13C unidimensionais e bidimensionais,
Espectrometria no Infravermelho, Espectrometria no Ultravioleta e Espectrometria de
Massas de Alta Resolugdo, além da comparagdo dos dados espectrométricos com a
literatura (MORITA et al.,, 1991; SANTOS et al., 2010).
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Figura 7 - Estrutura dos diterpenos clerodanicos isolados das folhas de Casearia sylvestris:

Casearina B (2), Casearina D (4), Casearina X (23) e Caseargrevina F (27).

3.2.2 Determinacdo da Citotoxicidade in vitro contra Linhagens Tumorais - Ensaio do
MTT

Cinco substancias, sendo quatro diterpenos clerodanicos, Cas B, D, F e X e uma
fracdo rica em casearinas (FC), foram avaliadas quanto a sua capacidade citotoxica frente a
13 linhagens de células tumorais mantidas em cultura (Tabela 2) através do método de MTT
(MOSMANN, 1983), o qual provou ser uma forma rapida, sensivel e barata de analisar a
viabilidade e o estado metabdlico da célula, baseado na conversédo do sal 3-(4,5-dimetil-2-
tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas
mitocondriais (como a succinil desidrogenase) presentes somente nas células
metabolicamente ativas (BERRIDGE et al., 1996).

As substancias previamente diluidas em DMSO puro estéril para a concentracdo
estoque de 5 mg/mL foram diluidas seriadamente em meio RPMI para obtencdo das

concentragfes finais (0.04 - 25 pg/mL) e adicionadas em placa de 96 pocos (100 pL/poco)
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usando sistema automatizado de plagueamento (High Throughput Screening). O
quimioterapico doxorrrubicina (Dox) foi usado como controle positivo (0.01 - 8.6 pM). ApGs
um periodo de incubacdo de 69 h, as placas foram retiradas e centrifugadas a 1500 rpm/15
min. O sobrenadante foi aspirado e foram adicionados 200 pL de solu¢do de MTT 10 % em
RPMI 1640, sendo a placa colocada na estufa a 5 % de CO2 por 3 h. Em seguida, as placas
foram novamente centrifugadas, o sobrenadante foi aspirado e precipitado foi ressuspendido
em 150 pL de DIVISO e agitado por 10 min até completa dissolucédo dos cristais de formazan.
As placas foram lidas em espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 595 nm.

Tabela 2 - Linhagens celulares tumorais utilizadas na avaliagdo da citotoxicidade in vitro

através do ensaio de MTT.

. . , . Concentragéo de
Tipo Histologico

Linhagem Celular Plagueamento

do Cancer/Origem
(células/mL)

MOLT-4 Leucemia linfoblastica aguda humana 0.3 x 106
HL-60 Leucemia promielocitica humana 0.3 x 106
K-562 Leucemia mielocitica cronica humana 0.3 x 106
CEM Leucemia linfocitica humana 0.5 x 106
Hs578-T Carcinoma de mama humano 0.1 x 106
MDA/MB-231 Carcinoma de mama humano 0.1 x 106
MX-1 Carcinoma de mama humano 0.1 x 106
PC-3 Carcinoma de préstata humano 0.1 x 106
DU-145 Carcinoma de prostata humano 0.1 x 106
HCT-8 Carcinoma de célon humano 0.7 x 105
SF-295 Glioblastoma humano 0.1 x 106
MDA/MB-435 Melanoma humano 0.1 x 106
B-16/F10 Melanoma murino 0.6 x 105

Andlise dos dados
As substancias foram testadas em diluicdo seriada e em duplicata. Os valores de CI50

(concentracéo inibitéria média capaz de provocar 50 % do efeito maximo) e seus respectivos
intervalos de confianca (IC 95 %) foram calculados a partir de regressdo nao-linear
utilizando o programa Prism verséo 3.0 (GraphPad Software).
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3.3. Estudos do Mecanismo de Agdao in vitro

Os estudos de mecanismo de acdo dos quatro diterpenos clerodanicos (Cas B, Cas
D, Cas F e Cas X) e da FC foram realizados usando a linhagem HL-60 como modelo
experimental (MILITAO et al., 2006; COSTA et al., 2008). As concentragfes utilizadas das
substancias testes foram estimadas a partir dos valores de CI50 encontrados pelo método do
MTT para esta mesma linhagem celular para o periodo de 24 h de exposi¢do. Em seguida,
células HL-60, na concentracdo de 0.3 x 106 células/mL, foram incubadas por um tempo
determinado (dependendo da metodologia empregada) com Cas B (1 e 2 pM), Cas D (2 e 4
pM), Cas F (05 e 1 pM) e Cas X (0.7 e 15 pM). Para a FC (0.4 e 0.8 pg/mL) foi
estabelecido o tempo de 24 h de incubacdo para todos 0s experimentos envolvidos nos
estudos de mecanismo de ac¢do. O quimioterapico Dox (0.6 pM) foi utilizado como controle
positivo. O controle negativo foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da

substancia (DMSO 1.6 %).

3.3.1 Analise morfolégica - Coloragdo por May-Grunwald-Giemsa

A coloracdo por May-Grunwald-Giemsa consiste € uma mistura do tipo Romanovsky
muito usada para coloracdo de esfregagos do sangue e medula 6ssea. Essa coloragédo
possui azul de metileno (corante basico), eosina (corante acido), entre outros componentes
basicos que permite distinguir o citoplasma e o ndcleo, sendo possivel analisar a célula
guanto a sua integridade nuclear bem como alterages no citoplasma.

Apos o término de incubagéo de 6, 12 e 24h as laminas foram preparadas com 50pL
da suspenséao de células em citocentrifuga e fixadas com alcool metilico 100 % por 30 s. Em

seguida, as laminas foram coradas com May-Grunwald, por 10 s, e em seguida com Giemsa

por 10 s.

Andlise dos dados
As laminas contendo as células coradas foram levadas ao microscopio para

avaliacdo das suas caracteristicas morfolégicas e comparadas ao controle negativo (néo-

tratado). O registro das alteracBes celulares foi feito por microfotografias.

3.3.2 Avaliacao da inibicdo da sintese de DNA através da incorporacdo de 5-bromo-2-
desoxiuridina

A 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU) é uma base nitrogenada analoga & timidina que é
incorporada ao DNA das células em proliferacdo. A deteccdo do BrdU é realizada por
técnicas de imunocitoquimica, onde sdo usados anticorpos monoclonais € um cromdgeno
especifico, a diaminobenzidina (DAB), que vai conferir uma coloracdo marrom ao nucleo das

células que incorporaram a BrdU (RIBEIRO et al., 2003).
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Trés horas antes do término do periodo de incubacao de 24 h, foram adicionadas 20
pL na concentracdo de 10 pM de BrdU na cultura de células. Laminas para cada amostra
foram preparadas e postas para secar por 2 h. Apos o periodo de secagem, elas foram
fixadas em metanol: acido acético (7:1.5) por 5 min, lavadas com tampé&o Tris (TBS) e
incubadas em solucdo desnaturante por 90 min a 70°C (pH = 7.4). Ap6s uma segunda
lavagem com TBS, as células foram circuladas com caneta hidrofébica e incubadas com
anticorpo primario e deixadas na geladeira overnight em camara Umida. Em seguida, as
células foram incubadas com anticorpo secundério biotinilado por 20 min e com a solucao
de estreptavidina-fluoresceina por mais 20 min. Para efeito de revelacdo, foi adicionado a
DAB. Para corar as células ndo marcadas pelo cromégeno, utilizou-se hematoxilina (0.1%).
Consideram-se positivas para proliferacdo as células de nucleo corado pelo DAB (cor

marrom) e, negativas, as células de nucleo corado com hematoxilina (cor azul).

Analise dos dados

Duzentas células foram contadas, diferenciando-as entre ndcleo marrom
(incorporaram o BrdU) e ndo-marrom (ndo incorporaram o BrdU). Os dados foram expressos
como da média * erro padrdo da média (E.P.M.) de experimentos independentes (n = 2). Os
dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de (P < 0.05), usando o

programa GraphPad (Intuitive Software for Science, San Diego, CA).

3.3.3 Citometria de Fluxo
Todas as analises foram realizadas no citbmetro Guava EasyCyte Mine® (Guava

Express Plus software). Cinco mil eventos foram contabilizados em cada experimento e 0s
debris celulares foram omitidos das analises.

A citometria de fluxo (EasyCyte, Guava Technologies®) é capaz de comparar
populacBes de células quanto as caracteristicas de tamanho e de granulosidade (relativo a
organelas, vacuolos etc) usando um laser de argbnio (488nm). A partir desta ferramenta,
pode-se delimitar a regido (através de um gate) que compreende a populacdo de células

normais realizando a contagem da populagéo de interesse.

3.3.3.1 Integridade de Membrana

A integridade de membrana foi determinada utilizando iodeto de propideo (Propidium
lodide - PI) na concentragdo de 50 pg/mL apos 6, 12 e 24 h de incubagéo. De cada pogo,
100 pL da suspenséo de células foram incubados com PI diluido em tampdao salina-fosfato
(Phosphate-Buffered Saline - PBS) por 5 min. A fluorescéncia foi entdo medida para permitir
a observacdo de mudancas na morfologia, granulosidade e integridade de membrana
(DARZYNKIEWICZ et al., 1992).
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3.3.3.2 Ciclo Celular e Fragmentagéo de DNA

Esse método consiste na capacidade do Pl se ligar ao DNA das células cuja
membrana plasmatica foi primeiramente permeabilizada por um detergente (triton X-100)
para permitir a entrada do corante no ndcleo. Durante o periodo de crescimento celular (fase
GJ uma célula dipldide apresenta um conteddo 2n no seu DNA nuclear. Durante a fase S
ocorre a duplicacdo do genoma nuclear (2 -> 4n) e na fase seguinte (fase G2) ocorre o
segundo periodo de crescimento celular, durante o qual o contetdo em DNA nuclear é
mantido no nivel 4n. Em seguida ocorre a mitose (fase M) durante a qual a célula se divide,
formando-se duas células filhas, cada uma com um conteddo 2n de DNA. As células que
ndo se encontram em divisdo celular (Go) apresentam um conteddo 2n de DNA. Assim, as
diferentes fases do ciclo celular podem ser determinadas a partir do contetdo de DNA que
elas apresentam (FISCHER et al., 2004).

Ao final de 6, 12 e 24 h de incubacado, retirou-se uma aliquota de 40 pL da
suspensao de células, a qual foi adicionada a 80 pL de uma solugdo de lise (1:3) contendo
Pl 50 pg/mL, 0,1 % de citrato de sodio e 0.1 % de triton X-100. Apos 30 min de incubacao
protegido de luminosidade, as amostras foram analisadas no citémetro de fluxo no filtro
vermelho, onde foram obtidos histogramas representando a quantidade de células em cada
fase do ciclo celular (GO/Gi, S e G2/M) e a quantidade de células com DNA fragmentado
(COSTA et al., 2008). Os dados foram posteriormente analisados com o programa ModFit

LT3.1 software (Verity software house).

3.3.3.3 Potencial Transmembranico da Mitocondria

Como destacado anteriormente, a mitocondria esta envolvida em diversas vias
apoptoticas intrinsecas. A membrana externa da mitocéndria se rompe, formando poros que
liberam citocromo ¢, o qual contribui para o desdobramento de rotas apoptéticas. Através
destes poros forma-se um efluxo de ions H+ induzindo uma alteracdo do potencial
transmembranico mitocondrial (CURY-BOAVENTURA et al., 2004).

A despolarizagdo mitocondrial foi avaliada através da incorporagdo de Rodamina
123, um corante fluorescente, sem efeitos citotoxicos ou citotasticos, permeavel as
membranas fosfolipidicas e catidnico, sendo ativamente seqlestrado pela mitocondria
guando esta apresenta seu potencial transmembranico inalterado. Assim, as células viaveis
emitirdo alta fluorescéncia verde devido & maior quantidade de rodamina ligada as cargas
positivas internas enquanto que as mitocondrias das células apoptéticas terdo menos

afinidade pelo corante, gerando eventos que emitirdo menor fluorescéncia (CURY-

BOAVENTURA et al., 2004).
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As células tratadas por 6, 12 e 24 h foram centrifugadas a 2000 rpm por 5 min, o
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 200 pL de rodamina 123 (1
pg/mL) por 15 min protegido da luz. Apdés essa incubacéo, as células foram novamente
centrifugadas e o sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspendido em PBS e

incubado por 30 min antes da analise no citdmetro (MILITAO et al., 2006).

3.3.3.4 Caspases-3, -7, -8 € -9

A ativacdo das caspases-3, -7, -8 e -9 possui papel fundamental no mecanismo de
morte celular, sendo responsavel pela divagem de varios componentes relacionados ao
reparo e a replicacdo do DNA. Assim, a quantificacdo dos niveis de caspases permite
avaliar os mecanismos de inducédo de morte (ZIEGLER & GROSCURTH, 2004).

A determinacdo das caspases iniciadoras -8/-9 e efetoras ativadas -3/-7foi realizada
com o FAM Caspase Activity FLICA Apoptosis Detection Kit. A deteccdo se d4 pela alta
fluorescéncia verde emitida com a ligacdo covalente do inibidor de caspases (Fluorescent
Labeled Inhibitor of Caspases, FLICA®) que atravessa facilmente a membrana plasmaética.
As células em apoptose inicial serdo marcadas exclusivamente pelo FLICA. A contra
coloracdo para deteccdo de células em apoptose tardia e necrose foi realizada com PI, o
qual é bastante hidrofilico e s6 é capaz de se ligar ao DNA das células que tiverem danos na
membrana plasmatica emitindo, entdo, alta fluorescéncia vermelha quando excitado pelo
laser de argbnio (488nm).

As células tratadas ou ndo tratadas durante 24 h com as substancias testes foram
acrescentados 10pL de FLICA 10X. Em seguida, elas foram incubadas por | h a 37°C, 5%
de CO2, homogeneizando as amostras a cada 20 minutos. Depois da incubacgdo, 80 pL de
tampdo de lavagem foram adicionados as células, as quais foram centrifugadas a 2000 rpm
por 5 min. O precipitado foi ressuspendido em uma solugdo de trabalho (Pl 1:200 em

tampdo de lavagem 1x) antes da analise em citbmetro de fluxo.

3.3.3.5 Externalizagcéo de Fosfatidilserina - Ensaio de Anexina V

A externalizacdo do fosfolipideo de membrana, fosfatidilserina (PS) é,
frequentemente, um dos primeiros eventos a ocorrer quando a célula entra em apoptose
(VERMES et al., 1995).

A externalizacdo de PS foi analisada por citometria de fluxo apos exposi¢cédo a Cas F
e Cas X através da marcagéo de fosfatidilserina com a anexina V depois de 6, 12 e 24 h de
tratamento (VERMES et al., 1995). Para tanto, foi utilizado o kit Guava Nexin® Reagent. Um
volume de 100 pL de células de cada poco foi adicionado aos 100 pL do reagente de
trabalho. Este reagente é composto por anexina V conjugada com ficoeritrina e em

associacao com 7-Amino-Actinomicina-D (7-AAD). Em seguida, as células foram levemente
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agitadas e incubadas por 20 min em temperatura ambiente (25 °C) e protegido da luz. A
fluorescéncia da anexina V conjugada com a ficoeritrina foi mensurada por fluorescéncia
amarela (583 nm) e o 7-AAD na fluorescéncia vermelha (680 nm). A percentagem de células

viaveis, apoptéticas inicial e tardia e necréticas foi calculada.

3.3.3.6 Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)

As espécies reativas de oxigénio intracelulares foram monitoradas utilizando o
diacetato de 2'7'-diclorohidrofluoresceina (H2-DCF-DA), que é convertido em um produto
altamente fluorescente denominado de diclorofluoresceina na presenca de espécies reativas
de oxigénio intracelulares (LEBEL et al., 1992).

Trinta minutos antes de completar o periodo de incubacéo de 1 e 3 h com Cas B, D,
F e X e com a FC, as células foram incubadas com 20 pM de H2-DCF-DA e mantidas a 37
°C por 30 min no escuro. Apés esse periodo de incubacdo as células foram centrifugadas
duas vezes, lavadas e ressuspendidas em tampdo PBS e analisadas imediatamente
utilizando citometria de fluxo com comprimento de onda de excitacdo e emissdo de 490 e
530 nm, respectivamente. Os resultados foram comparados ao controle negativo (grupo

ndo-tratado). p-lapachona (2 pM) foi utilizada como controle positivo (MARINHO-FILHO et
al.,, 2010).

Andlise dos dados
Os resultados foram expressos como média + E.P.M. de experimentos

independentes (n = 3). Possiveis diferencas significativas foram calculadas por andlise de
varidncia (ANOVA) seguida de Student Newman-Keuls (P < 0.05), usando o programa Prism

versdo 3.0 (GraphPad, Intuitive Software for Science, San Diego, CA).

3.4. Estudo da Capacidade Antiproliferativa em Células de Sarcoma 180

O Sarcoma 180 (S-180) foi inicialmente identificado no Croker Laboratory (Columbia
University, New York) em 1914. E um tumor de natureza solida e transplantavel que foi
inicialmente classificado como carcinoma mamario, por surgir espontaneamente na regiao
axilar de camundongos. Em 1919, apds muitos transplantes subcutaneos, assumiu a forma
sarcomatosa e manteve-se sem alteragfes até os dias atuais. Em 1951, apo6s inoculacao
intraperitoneal de fluido leitoso de S-180 sélido em camundongos, desenvolveu-se a forma

ascitica do tumor nos animais (SCHABEL et al., 1977).
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3.4.1 Determinacdo da Citotoxicidade em Cultura Priméria do Tumor Sarcoma 180 -
Ensaio do Alamar Blue

O Alamar Blue® é um teste utilizado desde a década de 1950 para detectar a
contaminacdo de fluidos biol6gicos devido a sua grande sensibilidade. Recentemente
identificado como resazurina, € um bioindicador fluorescente/colorimétrico, com sua forma
oxidada apresentando uma coloracdo azul (ndo fluorescente/célula ndo viavel) e sua forma
reduzida, uma coloracdo résea (fluorescente/célula viavel) (O'BRIEN et al., 2000). Assim
como o MTT, o Alamar Blue® sofre reducdo metabdlica nas células vivas e pode ser
utilizado para quantificar a viabilidade e a proliferacdo celular.

Com o intuito de prognosticar a atividade dos diterpenos clerodanicos e da FC em
modelo de cancer in vivo, coletou-se, sob condigbes de assepsia, uma suspensao de células
do tumor S-180 da cavidade peritoneal de um camundongo mantido em condi¢cdes padrdes
apos 7-10 dias de manutencdo. A suspenséo foi centrifugada a 500 rpm por 5 min para
obtencdo de um pellet, o qual foi lavado trés vezes com meio RPMI estéril. A concentracédo
de células foi ajustada para 0.5 x 106 células/mL em meio RPMI suplementado com 20% de
soro fetal bovino e 100 U/mL de penicilina/estreptomicina. Logo ap6s o plagueamento das
células em placas de 96 pocos, as substancias testes foram adicionadas (0.04 - 25 pg/mL)
e as placas foram transferidas para uma estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2e 95 %
de umidade. O quimioterapico Dox (0.01 - 8.6 pM) foi utilizado como controle positivo. Seis
horas antes de completar o periodo de incubacdo, 10 pL da solucdo estoque (0.312
mg/mL) de Alamar Blue® foram adicionados em cada po¢o. Apos 72 h de incubacdo, as
absorbancias foram medidas em espectrofotdbmetro de placa nos comprimento de onda de
570 nm (reduzido) e 595 nm (oxidado). Para o célculo da inibicdo da proliferacdo celular
(PC), utilizou-se a seguinte formula:

PC (%) = Alw ~ (Ahw x Ro) x 100

Onde:

Alw e AHw sdo as absorbancias no menor e maior comprimento de onda,
respectivamente. O Ro foi calculado utilizando a seguinte férmula: R0=AOIwW/AOHw- Onde,
AOlw e AOhw sd@o as absorbancias do meio adicionado ao alamar blue subtraido das
absorbancias do meio isolado nos comprimentos de onda menor e maior, respectivamente

(COSTA et al., 2008, com algumas adaptacdes).

Andlise dos dados
As substancias foram testadas em diluicdo seriada e em duplicata. Os valores de CI50

e seus respectivos intervalos de confianca (IC 95 %) foram calculados a partir de regressao

nao-linear utilizando o programa Prism versdo 3.0 (GraphPad, Intuitive Software for Science,
San Diego, CA).
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3.4.2 Avaliacdo da Atividade Antitumoral em Camundongos transplantados com
Sarcoma 180

Camundongos machos adultos sadios foram divididos aleatoriamente em 7 grupos (n
= 10 para cada grupo) com pesos variando entre 22 e 25 g (P > 0.05). O tumor S-180 foi
utilizado com 10 dias de implantagdo na cavidade peritoneal do animal. O animal doador ou
da manutencdo foi sacrificado por deslocamento cervical, sendo realizado assepsia com
alcool iodado. Em seguida, retirou-se o liquido ascitico da cavidade abdominal e preparado
uma suspensdo de células com 5 mL de Ringer lactato, 200 pL de gentamicina (5 mg/mL) e
500 pL do liquido ascitico, para posterior contagem de células. Nos animais receptores,
foram injetadas 2 x 10 6 células / 0.5 mL na regido axilar esquerda dos camundongos
(PEREIRA & CHAVES, 1983; MAGALHAES et al., 2010). Apo6s 24 h de inoculagéo, o
tratamento foi iniciado e realizado durante 7 dias consecutivos, utilizando como controle
negativo o veiculo de diluicdo (DMSO 4 % em &agua destilada) e como controle positivo, 0
quimioterapico 5-Fluorouracil (5-FU, 25 mg/kg/dia). Para a FC, foram estabelecidas as
doses de 10 e 25 mg/kg/dia, ambas administradas via intraperitoneal (i.p.) e as doses de 25
e 50 mg/kg/dia aplicada via oral por gavagem, com seu respectivo grupo controle negativo
(DMSO 4 %).

Os animais foram pesados no inicio e no final do experimento e observados quanto
ao aparecimento de qualquer sinal de toxicidade, como diarréia, erecdo de pélos, letargia e
convulsdes. No 8o dia, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, sendo seus
orgaos (rins, baco, figado e estdbmago) e tumores dissecados para avaliacdo do peso
relativo e da atividade antitumoral, respectivamente. O percentual de inibicdo do
crescimento tumoral (IT) foi calculado pela formula:

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

Onde:
A = média dos pesos dos tumores no grupo controle;
B = média dos pesos dos tumores nos animais tratados.

3.4.2.1 Observacdes Hematoldgicas e Histologicas

No final do tratamento e antes do sacrificio, os animais tratados com a FC foram
anestesiados com halotano e o sangue foi coletado via plexo retrorbital (WAYNFORTH,
1980) com pipetas heparinizadas e tubos estéreis para a contabilizacdo de leucdcitos totais
e diferenciados usando um contador automatico de células sanguineas.

Imediatamente apo6s a dissecacdo, os 6rgdos e os tumores foram armazenados em
formol 10 % para posterior anélise macroscépica em relacdo a cor, tamanho e presenga de
focos hemorragicos. Em seguida, os tumores foram desidratados com alcool, clarificados

com xilol, embebidos em parafina e sec¢des de 3-5 pm de espessura foram preparadas em
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lAminas. Ap6s completa reidratagdo, as laminas foram lavadas com &gua destilada, coradas

com Hematoxilina/Eosina (H/E) e examinadas em microscopio éptico (400x).

Analise dos dados
Os resultados foram expressos como meédia + E.P.M. Possiveis diferencas

significativas entre os grupos foram calculadas por andlise de variancia (ANOVA) seguida de
Student Newman-Keuls (P < 0.05), utilizando o programa Prism versdo 3.0 (GraphPad,
Intuitive Software for Science, San Diego, CA). As laminas foram levadas ao microscépio
para avaliacdo das suas caracteristicas morfolégicas e comparadas ao controle negativo

(ndo-tratado). O registro das alteragfes celulares foi feito por microfotografias.

3.4.2.2Andlise de Sobrevivéncia

Camundongos machos adultos sadios foram divididos aleatoriamente em 7 grupos (n
= 10 para cada grupo) com pesos variando entre 22 e 27 g (P > 0.05). Células do tumor S-
180 foram inoculadas nos animais como descrito anteriormente. As doses estabelecidas
para a analise de sobrevivéncia foram as mesmas administradas no tratamento antitumoral:
10 e 25 mg/kg/dia i.p. e 25 e 50 mg/kg/dia oral por gavagem da FC. O controle negativo foi
representado pelo tratamento i.p. e oral dos animais com DMSO 4 %. Os animais foram

observados diariamente para a anotagéo de morte.

Andlise dos dados
Os resultados foram expressos como a média de dias de sobrevivéncia em um

grafico de Kaplan-Meyer. Para a comparacdo entre as curvas de sobrevida, utilizou-se o
teste de Log-rank (chi-qquadrado) (P < 0.05), utilizando o programa Prism versdo 3.0

{GraphPad, Intuitive Software for Science, San Diego, CA).

3.5 Caracterizagdo Toxicoldgica da Fracdo rica em Casearinas

No geral, o principal objetivo dos estudos de toxicidade é identificar a presenca do
composto responsavel pelos danos, as alteracbes especificas relacionadas a ele e
correlaciona-las com estudos histopatolégicos, hematologicos e com o perfil bioquimico
sérico (CULLEN & MILLER, 2006; RAMAIAH, 2007).

3.5.1 Determinacdo da Citotoxicidade in vitro em Cultura Priméria de Células
Mononucleares de Sangue Periférico Humano - Ensaio do Alamar Blue

Para avaliar a seletividade das substancias entre células tumorais e normais, utilizou-
se 0 método do Alamar Blue e células mononucleares de sangue periférico humano, que

inclui linfécitos e mondcitos, como modelo experimental (COSTA et al., 2008).
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PBMC foram isoladas a partir de uma amostra de 20 mL de sangue periférico
acrescida de 5 mL de PBS estéril. Essa mistura foi adicionada a um tubo Falcon com 2 mL
de Ficoll e submetida a centrifugacdo (2000 rpm por 30 min). Em seguida, a regido
intermediaria entre as hemacias e o soro chamada de nuvem de linfécitos foi aspirada e
adicionada a um terceiro tubo. Posteriormente, completou-se com PBS até o volume de 11
mL e centrifugou-se o tubo a 1000 rpm por 20 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet
de células foi ressuspendido em 2 mL de PBS. As células foram ressuspendidas em meio
RPMI 1640 suplementado com 20 % de soro fetal bovino, 100 U/mL
penicilina/estreptomicina para uma concentracdo final de final 3 x 105 células/mL.
Fitohemaglutinina (4 %) foi adicionada para induzir a proliferacdo celular. Apés 24 h de
incubacdo das células, as substancias (Cas B, D, F, X e FC) foram adicionadas (0.04 - 25
pg/mL) e as placas foram transferidas para uma estufa a 37°C com atmosfera de 5 % de
CO2 e 95 % de umidade. O quimioterapico Dox (0.01 - 8.6 pM) foi utilizado como controle
postivo. Vinte e quatro horas antes de completar o periodo de incubagdo de 72 h, 10 pL da
solucéo estoque (0.312 mg/mL) de Alamar Blue® foram adicionados em cada poco (COSTA

et al.,, 2008). Para a determinacdo dos valores de CI50 os valores foram analisados como

anteriormente.

Andlise dos dados
As substancias foram testadas em diluicdo seriada e em duplicata. Os valores de CI50

e seus respectivos intervalos de confianga (IC 95 %) foram calculados a partir de regressao

ndo-linear utilizando o programa Prism versédo 3.0 (GraphPad, Intuitive Software for Science,

San Diego, CA).

3.5.2 Avaliagdo da Genotoxicidade in vitro contra Células Mononucleares de Sangue
Periférico Humano - Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa foi realizado objetivando analisar o potencial de danos ao DNA
da Cas B, Cas D, Cas F e Cas X em PBMC. Os experimentos foram feitos de acordo com
SINGH et al. (1988), com pequenas modificacbes (HARTMANN & SPEIT, 1997; COLLINS,
2004). Para tanto, PBMC foram isolados e incubados (como descrito acima) por 24 h. Apés
esse periodo, acrescentou-se 0.5 e 1.0 pM da Cas B, Cas D, Cas F e Cas X e 0.4 e 0.8
pg/mL da FC a placa de vinte e quatro po¢os a qual foi, em seguida, transferida para estufa
a 37°C com atmosfera de 5% de CO2e 95 % de umidade.

Apés a incubacdo de 24 h, retirou-se uma aliquota de 20 pL de células, a qual foi
adicionada em 110 pL de agarose 0.5 % de baixo ponto de fuséo para preparo das laminas
(3 laminas por amostra). As laminas foram previamente cobertas por solucdo de agarose 1.5
% de ponto de fusdo normal a 60 °C e mantidas a temperatura ambiente por 24 h até a
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solidificacdo da agarose. Esta camada foi utilizada para promover a adesdo da segunda
camada de agarose de baixo ponto de fuséo, a qual foi preparada previamente. Em seguida,
foram cobertas com laminulas (24 x 60 mm) para uniformizar a distribuicdo das células e
mantidas a 4 °C para solidificacdo da agarose.

Apo6s solidificagdo da agarose, a laminula foi gentiimente removida e a lamina
mergulhada em solucdo de lise a 4 °C e protegida da luz por, no minimo, 1 h antes da
corrida de eletroforese. Depois de removidas da solucdo de lise, as laminas foram
neutralizadas por 15 min em solu¢éo de neutralizacdo e dispostas horizontalmente na cuba
de eletroforese. A cuba foi mantida em banho de gelo para a manutencdo da temperatura
em torno de 4 °C, tendo sido acrescentada a solucao de eletroforese até completa imersao
das laminas. Antes de iniciar a corrida de eletroforese, as laminas ficaram em repouso por
20 min para permitir o desenrolamento do DNA, o afrouxamento de suas ligacbes e a
exposicdo dos sitios alcali-labeis (RIBEIRO et al.,, 2003). Posteriormente, a eletroforese foi
conduzida em baixa luminosidade, usando 25 V e corrente de 300 mA por 20 min. Apds a
eletroforese, as laminas foram retiradas da cuba e mergulhadas na solucdo de neutralizacdo
por 5 min a fim de neutralizar a alcalinidade. A fixacao foi realizada com etanol 100 %.

Para andlise, as laminas foram coradas com 50 pL de solucdo de brometo de etidio
(20 pg/mL) e analisadas em microscopio de fluorescéncia. A andlise foi realizada de acordo
com o padrdo de escores previamente determinados pelo tamanho e intensidade da cauda
do cometa (Figura 8). Foram contados 100 cometas por lamina (n = 4) e classificados
dentre as cinco categorias (0, 1,2, 3 e 4) que representam a percentagem de DNA na cauda
do cometa, indicando o grau de dano sofrido pela célula

O indice de dano (ID) foi obtido pela seguinte formula: ID = xz, onde /. € 0

7=0

numero de células com nivel de dano z (0, 1,2, 3 ou 4).
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Fonte: Collins (2004)

Figura 8 - Representacdo dos tipos de cometa, sendo indicado o escore atribuido a cada
cometa de acordo com o dano ao DNA: 0 = sem danos ao DNA, portanto, sem cauda (< 5
%); 1 = baixo nivel de danos, com a cauda menor que o didmetro da cabeca (5-20 %); 2 =
médio nivel de danos, com a cauda representando 1-2 vezes o diametro da cabeca (20-40

%); 3 = alto nivel de danos, com a cauda representando mais de 2 vezes o diametro da

cabeca (40-95 %); 4 = dano total (> 95 %)

Analise dos dados

Foram contados 100 cometas por lamina (n = 4) para a quantificagdo do indice de
dano ao DNA. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. de experimentos
independentes (n = 2). Possiveis diferencas significativas entre os grupos foram calculadas
por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student Newman-Keuls (P < 0.05), utilizando

0 programa Prism versdo 3.0 (GraphPad, Intuitive Software for Science, San Diego, CA).

3.5.3 Determinacdo da Toxicidade Aguda

A toxicidade aguda foi realizada em camundongos machos adultos com 25-30 g e 7-
8 semanas de idade. As solugbes da FC foram preparadas imediatamente antes da
administracdo intraperitoneal (25, 50, 75 e 100 mg/kg) e oral por gavagem (50, 200, 300 e
400 mg/kg). As vias i.p. e oral foram escolhidas como uma forma de avaliar a interferéncia
de fatores como absor¢do, pH estomacal e intestinal, atividade enzimatica do trato digestivo
e metabolismo de primeira passagem (KARALLIEDDE et al., 2003). Para cada dose, sete
animais foram administrados e observados durante 14 dias para anotacdo de mudancas

comportamentais, sintomas de envenenamento e morte (HODGE & STERNER, 1944).
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Andlises dos dados
Os valores de dose letal (DL50) com seus respectivos intervalos de confianca foram

obtidos usando o método de Trimmed Sperman-Karber (HAMILTON et al., 1979).

3.5.4 Determinacgdo da Toxicidade Subcrénica

Camundongos albinos machos adultos sadios foram divididos aleatoriamente em 7
grupos (n = 10 para cada grupo) com pesos variando entre 25 e 29 g (P > 0.05). Para a FC
foram estabelecidas as doses de 5 e 10 mg/kg/dia, ambas administradas via i.p. e as doses
de 10 e 20 mg/kg/dia aplicada via oral por gavagem, com seus respectivos grupos de
controle negativo (DMSO 4 % i.p. e oral). O tratamento foi realizado durante 30 dias
consecutivos, os animais foram pesados semanalmente e observados diariamente quanto
ao aparecimento de quaisquer sinais de toxicidade, como diarréia, erecdo de pélos, letargia
e convulsdes. No 31° dia, os animais foram submetidos a diferentes estudos para avaliar o

potencial toxicologico da FC como descrito a seguir.

3.5.4.1 Analise do Perfil Bioquimico e Hematolégico

Antes do sacrificio, os animais tratados com a FC foram submetidos a um jejum de 8
h antes da coleta de sangue via plexo retrorbital (WAYNFORTH, 1980). Os camundongos
foram anestesiados com halotano e o sangue foi coletado com pipetas heparinizadas e
tubos estéreis.

Para a determinagdo dos parametros bioquimicos séricos o soro foi obtido por
centrifugacdo a 2000 rpm por 10 min, o qual foi submetido a técnicas padronizadas de kits
comerciais baseados em métodos cinéticos, enzimaticos e colorimétricos através de
espectrofotometria segundo as orientac6es do fabricante (Labtest® ou Larbolab®). O soro
coletado foi utilizado para a andlise das fungBes hepatica [albumina, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina, uréia
nitrogenada sanguinea (Blood Urea Nitrogen - BUN)], renal (creatinina) e pancreética
(amilase, glicose) e dos niveis sanguineos de colesterol total e triglicérides.

Para a avaliacdo hematolégica foram contabilizados as hemdcias, plaquetas,
leucocitos totais e diferenciados, hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo da hemoglobina corpuscular média
(CHCM) e a variagdo da distribuicdo do tamanho eritrocitario (Red cell Distribution Width -

RDW) usando um contador automatico de células sanguineas.

3.5.4.2 Determinacao do Potencial Genotdxico in vivo - Ensaio do Cometa
Um total de 200 pL de sangue periférico de cada animal foi retirado e acrescentou-se

Ficoll para permitir o isolamento de PBMC. Depois de isoladas, 20 pL de células
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mononucleares foram transferidas para tubos eppendorf contendo 110 pL de agarose 0.5 %
de baixo ponto de fusdo para preparo das laminas (3 laminas por amostra). Os passos

seguintes foram seguidos como descrito anteriormente.

3.5.4.3 Determinagdo de Danos Cromossdmicos — Teste do Micronucleo

Todos os animais foram sacrificados por deslocamento cervical 24 h ap6s o término
do tratamento, imediatamente apdés a coleta de sangue. Os fémures foram retirados,
limpados e as epifises proximais foram seccionadas. A medula dssea foi retirada fazendo
uso de seringas de 5 mL previamente preenchida com 0.5 mL de soro fetal bovino.
Posteriormente, a agulha foi firmemente inserida na abertura do fémur e o soro fetal bovino
foi injetado de modo a deslocar a medula para dentro de um tubo Falcon contendo 3 mL de
soro fetal bovino. Apos a obtencdo do material medular, este foi centrifugado (1000 rpm por
5 min), o sobrenadante foi descartado e o precipitado, homogeneizado. Uma gota da
suspensdo de células foi transferida para uma lamina limpa e seca, sendo, em seguida,
realizado o esfregaco. Foram preparadas duas laminas por cada animal. Vinte e quatro
horas ap0s a confeccdo das laminas, o material foi fixado e corado pelo método de
Leishman. As laminas foram montadas com entellan (SCHMID, 1975).

Toda a andlise foi realizada em teste cego, utilizando microscopio Optico binocular,
com objetivas de 20X e 40X. Foram considerados MNs as estruturas tipicamente
arredondadas, com diametro de 1/5 a 1/20 do didmetro dos eritrcitos jovens identificados
pela coloracdo azulada (SCHMID, 1975; HEDDLE et al., 1983). Um total de 1000 eritrGcitos
policromaticos (EPC) foi quantificado por lamina (duas laminas/animal) (HEDDLE et al.,
1983).

3.5.4.4 Observacdes Histopatoldgicas

Imediatamente apés a retirada dos fémures, foi realizada a disseca¢do dos rins,
baco, figado, coracéo, pulmbes e estbmago para avaliacdo do peso relativo. Todos esses
orgaos foram armazenados em formol 10 % para posterior analise macroscépica e

microscopica como descrito anteriormente.

Andlise dos dados
Os resultados foram expressos como média += E.P.M. Possiveis diferencas

significativas entre os grupos foram calculadas por analise de variancia (ANOVA) seguida de
Student Newman-Keuls (P < 0.05), utilizando o programa Prism versao 3.0 (GraphPad,

Intuitive Software for Science, San Diego, CA).
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4 - RESULTADOS

4.1 Identificagcédo das Casearinas na Fragao rica em Casearinas

A quantificacdo do teor de clerodanos diterpénicos, baseada em uma curva de
calibracdo para Cas F (coeficiente de correlacdo: R2 = 0.99; curva de calibracdo: Y = 4.10'X
+ 536575), revelou que a FC (fracdo EFS2) tem um percentual de casearinas totais de 56.5
% (mg/g), sendo a Cas F e a Cas X as moléculas mais presentes (teor de 9.9 e 14.2 %,
respectivamente), como visto no cromatograma obtido por cromatografia liquida quantitativa
de alta eficiéncia, onde os maiores picos de retencao correspondem a Cas F (pico 5) e a
Cas X (pico 10) (Figura 9). Adicionalmente, o cromatograma apresenta varios outros picos
com espectros Ultravioleta (Amax =230-235 nm) similares a outros clerodanos isolados de C.

sylvestris (ITOKAWA et al., 1990; MORITA et al., 1991; ESPINDOLA et al., 2004; OLIVEIRA
et al., 2009; SANTOS et al., 2010).
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Figura 9 - Perfil cromatografico da Fracdo rica em Casearinas (FC) obtido a partir das folhas de Casearia sylvestris por cromatografia liquida
guantitativa de alta eficiéncia. A quantificacdo dos diterpenos clerodanicos mais presentes foi determinada com base na curva de calibracéo

para a Caseargrevina F (no lado superior direito da figura). Deteccdo por luz ultravioleta a 230 nm.
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4.2 Atividade Citotéxica
Primeiramente, a avaliacdo da atividade citotdéxica das substancias em estudo foi

realizada pelo método do MTT em 13 linhagens de células tumorais (12 linhagens humanas
e 01 murina). Os valores de Cl5, determinados apds 72 h de incubacdo, estédo
representados na Tabela 3.

O clerodano diterpénico que apresentou maior potencial citotéxico foi a Cas F, com
valores de CI50 menores que 0.8 pM para todas as linhagens tumorais em cultura testadas,
desde as leucémicas [MOLT-4 (0.09 pM), HL-60 (0.20 pM), CEM (0.13 pM), K-562 (0.74 pM]
até tumores solidos [MDA-MB/231(0.14 pM), Hs578-T (0.26 pM), MX-1 (0.36 pM), PC-3
(0.31 pM), DU-145 (0.76 pM), HCT-8 (0.15 pM), SF-295 (0.17 pM), MDA/MB-435 (0.13 pM)
e B-16/F10 (0.15 pM)]. A Cas X mostrou também promissora atividade citotdxica in vitro,
com maior efeito contra as células leucémicas das linhagens MOLT-4 (0.22 pM), HL-60
(0.28 pM) e CEM (0.39 pM) e melanoma humano MDA/MB-435 (0.35 pM) e, por outro lado,
menos citotoxicidade contra outra linhagem leucémica, K-562 (8.93 pM). Ja as casearinas B
e D mostraram moderada atividade citotoxica, com valores de CI50 variando entre 1.44 e
0.54 pM para a linhagem MOLT-4 a 5.37 e 8.53 pM para DU-145, respectivamene. A FC
mostrou potente efeito citotoxico, com CI50 menor que 0.5 pg/mL contra todas as linhagens
estudadas, revelando ser mais ativa contra células MX-'1 (0.18 pg/mL).

O potencial antitumoral das substancias foi confirmado usando um modelo de cultura
primaria do tumor S-180 (Tabela 4). A Cas F [0.55 pg/mL (1.0 pM)] e a FC (0.6 pg/mL)
foram as substancias mais ativas contra células de S-180, enquanto a Dox mostrou um CI50
de 3.17 pM. A Cas D foi a molécula menos ativa (6.8 pM), enquanto os compostos Cas B
(2.2 pM) e X (3.0 pM) revelaram atividade moderada.

Uma vez que as substancias testadas apresentaram citotoxicidade contra linhagens
tumorais, decidiu-se avaliar seu efeito citotoxico também contra células mononucleares de
sangue periférico humano (PBMC) em cultura primaria apos 72 h de incubagdo através do
ensaio de Alamar Blue. Semelhante aos resultados obtidos para as linhagens cancerosas,
as substancias estudadas revelaram ser citotdéxicas contra PBMC, embora todas tenham
demonstrado algum grau de seletividade para a linhagem leucémica HL-60 quando
comparada a sua respectiva CI50 em PBMC (Tabela 4). Mais uma vez, a Cas F revelou
resultados mais promissores, uma vez que ela foi 53.4 vezes mais citotoxica contra HL-60,
apresentando-se mais seletiva até mesmo que o controle positivo Dox (coeficiente de
seletividade de 44.5). Em escala de seletividade, a Cas X foi a segunda colocada (7.2),

seguida pela Cas B (2.4), D (2.4) e pela FC (1.9).
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Tabela 3 - Atividade citotdxica in vitro de diterpenos clerodanicos e da Fragdo rica em Casearinas (FC) isolados das folhas de Casearia
sylvestris ap6s 72 h de incubagéo quantificada através do ensaio de MTT.

CI50 [pg/mL (pMr

Substancia
MOLT-4 HL-60 CEM K-562 MDA-MB/231 HS578-T MX-1
Doxorrubicina 0.03 (0.05) 0.02 (0.04) 0.02 (0.04) 0.14(0.24) 0.03 (0.05) 0.01 (0.02) 0.002 (0.004)
0.02-0.05 0.01 -0.02 0.02 - 0.03 0.09-0.23 0.02 - 0.03 0.01 -0.02 0.001 -0.004
Casearina B 0.83(1.44) 1.54 (2.67) 0.87(1.51) 1.89 (3.28) 2.10(3.62) 2.10(3.63) 2.83 (4.89)
0.41 - 1.69 1.39-1.51 0.75-0.99 1.67-2.14 1.87-2.36 1.87-2.36 2.35-3.40
Casearina D 0.30 (0.54) 1.91 (3.44) 1.46 (2.63) 1.74 (3.13) 2.35 (4.23) 2.43 (4,39) 3.60 (6.50)
0.14-0.62 1.25-2.91 1.29-1.64 1.56-1.95 1.52-3.00 1.88-3.14 271 -4.76
Caseargrevina F 0.05 (0.09) 0.11 (0.20) 0.07 (0.13) 0.41 (0.74) 0.08 (0.14) 0.13(0.26) 0.18(0.36)
0.05-0.11 0.10-0.12 0.05-0.10 0.35-0.47 0.08 - 0.09 0.12-0.15 0.16-0.20
Casearina X 0.12(0.22) 0.15(0.28) 0.21 (0.39) 4.76 (8.93) 0.81 (1.51) 0.61 (1.14) 0.51 (0.95)
0.10-0.17 0.14-0.16 0.19-0.23 2.65-8.56 0.67-0.99 0.48-0.77 0.42 - 0.63
Fracédo Casearinas 0.47 0.35 0.44 0.35 0.26 0.29 0.18
0.20-1.11 0.28 - 0.42 0.30 - 0.65 0.30-0.44 0.23-0.29 0.25-0.31 0.15-0.21
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Tabela 3 - Atividade citotoxica in vitro de diterpenos clerodanicos e da Fracdo rica em Casearinas (FC) isolados das folhas de Casearia

sylvestris ap6s 72 h de incubagéo quantificada através do ensaio de MTT (continuagéo).

Substancia

PC-3 DU-145 HCT-8 SF-295 MDA/MB-435 B-16/F10
Doxorrubicina 0.24 (0.41) 0.17(0.29) 0.01 (0.02) 0.23 (0.40) 0.48 (0.83) 0.002 (0.004)
0.21 -0.27 0.12-0.23 0.01 -0.02 0.19-0.25 0.34-0.66 0.001 -0.003
Casearina B 1.66 (2.87) 3.11 (5.37) 2.95 (5.11) 1.56 (2.70) 1.01 (1.75) 2.10 (3.63)
1.35-2.03 2.48 - 3.89 2.54-3.41 1.19-2.03 0.82-1.24 1.87-2.36
Casearina D 0.78 (1.41) 4.74 (8.53) 1.54 (2.80) 0.84(1.53) 0.71 (1.29) 3.61 (6.52)
0.59-1.01 3.92-5.74 1.33-1.78 0.70-1.01 0.63-0.79 3.06-4.25
Caseargrevina F 0.17 (0.31) 0.42 (0.76) 0.08 (0.15) 0.09 (0.17) 0.07 (0.13) 0.08 (0.15)
0.15-0.19 0.31 -0.58 0.07-0.09 0.08-0.10 0.06 - 0.07 0.07 - 0.08
Casearina X 0.46 (0.86) 0.64 (1.19) 0.52 (0.97) 0.23 (0.43) 0.19(0.35) 0.63(1.15)
0.41 -0.52 0.58-0.72 0.48-0.56 0.19-0.27 0.19-0.21 0.48-0.81
Fracdo Casearinas 0.29 0.27 0.33 0.23 0.28 0.25
0.25-0.34 0.20-0.35 0.27-0.40 0.22-0.24 0.25-0.31 0.22-0.28

ciso [pg/mL (pM)]*

* Os valores (n=3) correspondem a CI50 e intervalo de confianga de 95 % obtidos por regressdo ndo-linear para as linhagens tumorais humanas de leucemia
(MOLT-4, CEM, HL-60, K-562), carcinoma de mama (MDA/MB-231, Hs578-T, MX-1), carcinoma de préstata (PC-3, DU-145), carcinoma de célon (HCT-8),

glioblastoma (SF-295) e de melanoma humano (MDA/MB-435) e murino (B-16/F10). O quimioterapico doxorrubicina foi usado como farmaco padrao (controle
positivo).
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Tabela 4 - Citotoxicidade de diterpenos clerodanicos e da Fracéo rica em Casearinas (FC)
isolados das folhas de Casearia sylvestris quantificada em cultura primaria de células do
tumor Sarcoma 180 e em células mononucleares de sangue periférico através do ensaio de
Alamar Blue ap6s 72 h de incubacéo.

Ciso [pg/mL (ijM)]*

Linhagens o Casearina Casearina Caseargrevina Casearina Fracao
Doxorrubicina
B D F X Casearinas
S-180 1.85 (3.17) 1.27 (2.20) 3.78 (6.80) 0.55 (1.00) 1.61 (3.00) 0.60
1.42-2.42 1.06-1.52 3.25-4.40 0.43-0.70 1.39-1.86 0.41 -0.90
PBMC 0.97 (1.78) 3.63 (6.29) 4.54 (8.17) 5.39 (10.68) 1.10 (2.01) 0.65
0.52-1.80 2.98-4.41 3.90-5.29 4.80-6.06 0.91 - 1.32 0.50-0.86
HL-60 0.04 2.67 3.44 0.20 0.28 0.35
Seletividade** 44.5 2.4 2.4 53.4 7.2 1.9

* Os valores (n=2) correspondem a CI50 e intervalo de confianca de 95 % obtidos por regressdo néo-
linear para células do tumor Sarcoma 180 (S-180) obtidas da cavidade peritoneal de camundongos e
para células mononucleares de sangue periférico (PBMC) isoladas a partir de voluntarios humanos
sadios. Os valores de CI50 para a linhagem leucémica HL-60 foram obtidos através do ensaio de MTT
(ver Tabela 3). O quimioterapico doxorrubicina (Dox) foi usado como farmaco padrdo (controle

positivo). ** Coeficiente de seletividade calculado através da CI50 em PBMC / CI50 em HL-60.

4.3 Inibicdo da incorporacdo de BrdU
O potencial antiproliferativo dos compostos foi determinado usando uma técnica de

imunocitoquimica que permite determinar o percentual de incorporagdo do nucleotideo BrdU
pelas células que estdo se multiplicando. Utilizando somente as concentragfes
correspondentes aos valores de CI50 de cada amostra (Figura 10), todas as substancias
estudadas foram capazes de diminuir o percentual de incorporacdo da BrdU de forma
significante apés 24 h de incubacgéo: 40.0 £ 4.8, 35.0 + 1.4, 32.7 £+ 6.1, 245 +40¢e 285 %
13 % para a Cas B (2 pM), D (4 pM), F (1 pM), X (1.5 pM) e FC (0.4 pg/mL),
respectivamente, quando comparadas ao controle negativo (C) (66.4 £ 1.8 %) (P < 0.01). Na
concentracdo de 0.8 pg/mL, a FC causou destruicdo celular tdo intensa ao ponto de
impossibilitar a contagem de células. Por esse motivo, decidiu-se avaliar a inibicdo da
sintese de DNA apenas na concentracdo corresponde a CI50/2. As células tratadas com Dox

(0.6 pM) apresentaram um percentual de incorporacdo de 24.5 % (P < 0.01).
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Figura 10 - Inibicdo da sintese de DNA avaliada através da incorporacdo de 5-bromo-2-
deoxiuridina (BrdU) em células leucémicas da linhagem HL-60 ap0s 24 h de incubacdo com
os diterpenos clerodéanicos casearina B (Cas B), casearina D (Cas D), caseargrevina F (Cas
F) e casearina X (Cas X) e com a Fracdo rica em Casearinas (FC) isolados das folhas de
Casearia sylvestris. O controle negativo (C) foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a
diluicdo da substancia (DMSO 1.6 %). O quimioterapico doxorrubicina (0.6 pM) foi usado
como controle positivo (Dox). Os valores correspondem a média + E.P.M. de experimentos

independentes (n = 2). * P < 0.01 comparado ao controle por ANOVA seguido por Student

Newman-Keuls.

4.4 AlteracOes Celulares avaliadas por Citometria de Fluxo
4.4.1 Integridade de Membrana

A integridade de membrana analisada com Pl apds 6, 12 e 24 h de incubacéo
mostrou que todas as substancias testadas diminuiram a integridade da membrana
plasmatica das células. Porém, observou-se que essa diminuicdo de integridade foi
dependente do tempo e da concentragdo (Figura 11). Assim, todos os compostos causaram
desintegracdo da membrana somente na maior concentracéo testada (valor da CI50) a partir
de 12 h (98.8 £+ 0.1, 95.7 £ 0.4, 94.4 £ 1.0, 95.7 £ 0.6 e 94.9 + 0.5 %) e 24 h de incubacéo
[96.1 + 0.8, 89.1 + 1.6, 71.8 + 3.4, 74.9 £ 2.1 e 94.1+ 0.4 % para o controle, Cas B (2 pM), D
(4 pM), F (1 pM) e X (1.5 pM), respectivamente] (P < 0.01). A excecao foi a Cas X 1.5 pM, a
qual foi a Unica capaz de reduzir a integridade apds 6 h de incubacdo (92.7 = 1.0 %). Por
outro lado, a Dox mostrou resultados significantes somente apds 24 h (92. 6 £ 0.7 %). De
maneira semelhante aos clerodanos, a FC (Figura 14) causou ruptura de membrana apos

24 h em ambas as concentracfes estudadas (0.4 e 0.8 pg/mL, 93.6 + 0.7 e 80.4 £ 1.3 %,

respectivamente) (P < 0.01).
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Figura 11 - Integridade de membrana de células leucémicas da linhagem HL-60 analisada
com iodeto de propideo através de citometria de fluxo ap6s 6, 12 e 24 h de incubagdo com
os diterpenos clerodanicos casearina B (Cas B), casearina D (Cas D), caseargrevina F (Cas
F) e casearina X (Cas X) isolados das folhas de Casearia sylvestris. O controle negativo (C)
foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 1.6 %). O
quimioterapico doxorrubicina (0.6 pM) foi usado como controle positivo (Dox). Os valores
correspondem a média + E.P.M. de experimentos independentes (n = 3). * P < 0.01

comparado ao controle por ANOVA seguido por Student Newman-Keuls.

4.4.2 Fragmentacéo Internucleossomal de DNA

Nesse ensaio, as células controle e tratadas foram incubadas com uma solugao
contendo triton X-100 e PI. O triton permeabiliza a membrana celular e o Pl se liga ao DNA.
As células contendo nucleos integros emitem alta fluorescéncia e as células com
condensacdo da cromatina e DNA fragmentado emitem baixa fluorescéncia. Como
demonstrado na figura 12, todos os compostos testados induziram a fragmentacdo do DNA
em todas as doses avaliadas, de maneira tempo ou concentracdo dependente do composto.
Dox causou fragmentacéo a partir das 6 h de incubacdo (10.9 £ 2.3 %), sendo que apés 12
e 24 h, os indices percentuais de fragmentacdo aumentaram significativamente (33.4 £ 2.7 e
43.6 + 4.3 %, respectivamente) (P < 0.01).

Entre todas as amostras estudadas, a Cas X foi a Unica que acarrretou fragmentacéo
ao DNA das células leucémicas ja nas primeiras 6 h de exposicdo na menor concentracao
testada (0.7 pM, 6.6 = 0.9 %) quando comparada ao controle negativo (1.5 + 0.3 %) (P <
0.01). Esse mesmo nivel de fragmentacdo se manteve estatisticamente constante até o
periodo final de incubacéo (24 h) com a concentracdo de 0.7 pM (7.1+ 0.5 e 10.5 £ 05 %) e
e até 12 h de exposicdo com a concentracdo de 15 pM (9.7 = 04 e 87 + 0.6,
respectivamente). O pico de fragmentacao foi observado somente apds 24 h de incubacao,
onde o percentual de fragmentacado foi de 25.4 + 0.9 % (P < 0.01). A Cas F foi a molécula
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gue mostrou maior potencial de inducdo de fragmentacdo apds 24 h de incubacdo nas
concentracdes de 0.5 pM (23.7 + 1.0 %) e de 1pM apds 12 e 24 h (445 +£5.7 e 44.2 +1.1 %,
respectivamente) (P < 0.01) quando comparado ao controle de 12 e 24 h (3.2 £ 0.4 ¢ 0.9 +
0.1 %). As moléculas Cas Be D apresentaram atividade similar, uma vez que ambas foram
capazes de induzir quebra das moléculas de DNA ap6s 24 h na menor concentragéo testada
(1pM, 7.5 £ 0.6 %; 2 pM, 13.0 + 0.8 %) e ap6s 6 h (7.1 0.3 € 26.3 + 1.9 %), 12 h (20.0 + 0.9
e 30.1 £1.2 %) e 24 h de incubagédo (22.3 £ 2.2 e 33.2 + 1.8 %) com a maior dose (2 e 4 pM,
para Cas B e Cas D, respectivamente).

A FC ndo fugiu a regra (Figura 14) e foi capaz de induzir a fragmentacdo de DNA
tanto na concentracdo de 0.4 pg/mL (13.7 £1.5 %) quanto na de 0.8 pg/mL (67.8 £ 4.6 %)
apoés 24 h de tratamento (P < 0.01).

Figura 12 - Fragmentacdo do DNA de células leucémicas da linhagem HL-60 revelada com
iodeto de propideo e triton X-100 através de citometria de fluxo apés 6, 12 e 24 h de
incubacdo com os diterpenos clerodanicos casearina B (Cas B), casearina D (Cas D),
caseargrevina F (Cas F) e casearina X (Cas X) isolados das folhas de Casearia sylvestris. O
controle negativo (C) foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da substancia
(DMSO 1.6 %). O quimioterapico doxorrubicina (0.6 pM) foi usado como controle positivo
(Dox). Os valores correspondem a média + E.P.M. de experimentos independentes (n = 3).
* P < 0.01 comparado ao controle por ANOVA seguido por Student Newman-Keuls.

4.4.3 Despolarizacdo Mitocondrial

Apenas a Cas F 0.5 pM (5.4 £ 0.3 %) e a FC 0.4 pg/mL (7.1 £ 0.5 %) mostraram
resultados significantes na menor concentragdo quando comparadas com o controle (1.1 +
0.1 %) apds 24 h de tratamento enquanto as outras substancias estudadas foram capazes
de alterar o potencial transmembranico das células HL-60 somente na maior concentracao
(P < 0.01, Figuras 13 e 14). Assim, as casearinas B 2 pM (4.4 + 0.8, 54 £+ 0.6 e 13.0 + 1.2
%), D4 pM (168 +17,23+£03e94+10%)eF 1l pM(85+£0.7 29+04e 10.7 £ 0.9 %)
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causaram despolarizacdo apés 6, 12 e 24 h de incubacgédo, respectivamente. Por outro lado,
a Cas X 1.5 pM e Dox 0.6 pM mostraram resultados significantes somente ap6s 12h (5.5 +
04e257+45 %) e 24 h(23.2+ 1.7 e 22.7 £1.9 %), respectivamente (P < 0.01).

Figura 13 - Despolarizagdo mitocondrial de células leucémicas da linhagem HL-60 com
rodamina 123 por citometria de fluxo apds 6, 12 e 24 h de incubagdo com os diterpenos
clerodanicos casearina B (Cas B), casearina D (Cas D), caseargrevina F (Cas F) e
casearina X (Cas X) isolados das folhas de Casearia sylvestris. O controle negativo (C) foi
tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 1.6 %). O
gquimioterapico doxorrubicina (0.6 pM) foi usado como controle positivo (Dox). Os valores

correspondem a média + E.P.M. de experimentos independentes (n = 3). * P < 0.01

comparado ao controle por ANOVA seguido por Student Newman-Keuls.
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Figura 14 - Perfil das alteragBes celulares envolvidas na capacidade citotoxica da Fragéo
rica em Casearinas (FC) isolada das folhas de Casearia sylvestris determinado por
citometria de fluxo em células leucémicas da linhagem HL-60 apds 24 h de exposicao:
integridade de membrana (iodeto de propideo), fragmentacdo de DNA (iodeto de propideo,
triton X-100 e citrato) e despolarizagdo mitocondrial (rodamina 123). O controle negativo (C)
foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 1.6 %). O
quimioterapico doxorrubicina (0.6 pM) foi usado como controle positivo (Dox). Os valores
correspondem a média + E.P.M. de experimentos independentes (n = 3). * P < 0.01

comparado ao controle por ANOVA seguido por Student Newman-Keuls.

4.4.4 Parada do Ciclo Celular na fase Go/G!

As células tratadas ou nado tratadas com as substancias por 6, 12 e 24 h foram
marcadas com PIl, o percentual de DNA em cada fase do ciclo celular foi quantificado por
citometria de fluxo e, posteriormente, analisado pelo programa ModFit LT 3.1. Os niveis de
DNA fragmentado se mostraram elevados de maneira significante com todas as substancias
e peridos estudados (P < 0.01), entretanto somente a Cas X (0.7 e 1.5 pM) e a FC (0.4 e 0.8
pg/mL) no periodo de 24 h de incubacéo foram capazes de favorecer o acumulo de células
na fase Go/Gi (63.1 + 2.5 e 63.1 + 10.6 %; 60.5 + 0.6 e 28.8 + 1.6 %) e de diminuir o
percentual de células na fase S (30.2 £ 2.8 e 29.2 + 10.5 %; 31.4 0.6 %) do ciclo celular,
quando comparadas ao controle (Go/Gl{ 17.1 + 1.0 %; S, 76.5 = 1.4 %), respectivamente
(Tabela 6) (P<0.01).

Dox (0.6 pM) foi ativa em dois tempos de incubacdo distintos: 12h (Tabela 5),
quando ocorreu parada na fase de sintese de DNA (79.3 = 1.8 %) e 24 h (Tabela 6), quando

houve reducé@o no percentual de céluas em G2/M (1.1 = 0.6 %).
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Tabela 5 - Efeitos dos diterpenos clerodanicos casearina B (Cas B), casearina D (Cas D),

caseargrevina F (Cas F) e casearina X (Cas X) isolados das folhas de Casearia sylvestris

sobre as fases do ciclo celular da linhagem HL-60 determinados por citometria de fluxo
(iodeto de propideo, triton X-100 e citrato) apos 6 e 12 h de incubagdo. O controle negativo

(C) foi tratado com o veiculo de diluigdo da substancia (DMSO 1.6 %). Doxorrubicina (Dox,

0.6 pM) foi usada como controle positivo.

Substancia

Dox

Cas B

Cas D

Cas F

Cas X

Concentracéo
(PM)

0.6
1.0
20
2.0
4.0
0.5
1.0
0.7

15

G0/G1
131 £ 0.9

141 *2.7
121 0.3
16.1 £2.3
12.4 +0.7
76+ 15
14.3 +0.6
10.9 +0.3

21.0 £3.4

22539

6 h
S

78.6 £ 1.5
77.2 4.0
83.0 0.4
77.2+3.1
78.3 2.0
82.8+ 0.8
79.9 £0.7
82.9 +0.7

723+ 19

71.8+2.1

Fases do Ciclo Celular

gl/m

6.3+0.8
75+1.2
46+0.7
6.0 +0.8
7.0+08
9.6 2.0
6.6 +0.6
6.1 +0.8

7.3+0.9

5.6 £+0.4

G0/G1

215 +0.6
175 x2.0
20.7 2.0
224+19
26.3 1.5
229 1.1
243+ 16
18.1 *1.8
20.7 £0.9

269+ 13

12h
S

714+ 12
79.3 + 1.8*
71.3¥2.3
704 £ 1.0
68.3 £ 1.2
720+ 15
723 2.9
754 + 14
743+ 0.7

67.3 £ 1.0

5.7 +0.8

6.4 +0.6

51 0.4

5.7 +0.6

Os valores correspondem & média + E.P.M. de experimentos independentes (n = 3) e analisados com

0 programa ModFit LT 3.1 software (Verity software house). * P < 0.01 comparado ao controle por

ANOVA seguido por Student Newman-Keuls.
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Tabela 6 - Efeitos dos diterpenos clerodanicos casearina B (Cas B), casearina D (Cas D), caseargrevina F (Cas F) e casearina X (Cas X) e da

Fracdo rica em Casearinas (FC) isolados das folhas de Casearia sylvestris sobre as fases do ciclo celular da linhagem HL-60 determinados por

citometria de fluxo (iodeto de propideo, triton X-100 e citrato) apds 24 h de incubacdo. O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo de

diluicdo da substancia (DMSO 1.6 %). Doxorrubicina (Dox, 0.6 pM) foi usada como controle positivo. No lado esquerdo, o ciclo celular das
células do C, Dox, Cas X e FC esta representado por graficos produzidos a partir do programa ModFit LT 3.1 software.

Substancia Concentracao (pM)

Dox

(FED-Hbn-Red Fluu.s.c.nc* (RED-HU» Chxrd* (REOHjr. Rtd Ftaimcme» FEOHjui Cas B

Cas D

Cas F

CasX

FC

0.6
1.0
2.0
2.0
4.0
0.5
1.0
0.7
1.5

0.4 pg/mL
0.8 pg/mL

Fases do Ciclo Celular - 24 h

G0/G1

171 + 1.0
215+3.3
18.1 +0.4
179+ 16
17.3+£2.1
203+14
19.4 £2.9
176+ 18
63.1 +2.5*
63.1 + 10.6*
60.5 + 0.6*
28.8 + 1.6*

S

765+ 14
77.3+3.6
745 +0.8
76.7 £2.1
77324
74.4 £ 0.8
73.5 £2.5
814 +2.5
30.2 £ 2.8*
29.2 + 10.5*
31.4 £0.6*
69.1 +14

g?/m

6.5+0.7
1.1 +0.6*

7.3 0.6
54+11
6.4+09
51+13
72+10
47+19
6.6 £ 0.6
57+19
8.4 +0.2

4.0 £ 09

Os valores correspondem a média + E.P.M. de experimentos independentes (n = 3)

e analisados com o programa ModFit LT3.1 software (Verity software house).

* P < 0.01 comparado ao controle por ANOVA seguido por Student Newman-Keuls.
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4.4.5 Incapacidade de Geracao de Espécies Reativas de Oxigénio

Todas as substancias foram testadas quanto a capacidade de indugcédo da formacédo
de EROS apés | e 3 h de incubacdo. Nenhuma das amostras foi capaz de aumentar o
percentual de expressdo de EROS quanto comparadas com o controle negativo apés | e 3
h (0.1 £+ 0.0 e 0.4 £ 01 %, respectivamente). O controle positivo p-lapachona induziu o

aumento significante de EROS tanto apds | h (45.6 + 3.4 %) quanto apds 3 h (12.2 + 2.3 %)
(P<0.01).

4.4.6 Ativacéo de Caspases Iniciais -8/-9

A ativacdo das caspases iniciadoras -8/-9 e efetoras -31-7 foi avaliada apos 24 h de
incubacao com as duas moléculas mais ativas: Cas F e Cas X. A caspase-8 foi ativada por
ambas as moléculas, as quais causaram diminuicdo do nimero de células viaveis (55.2 +
25e 474 +61 %, Cas F05e 1l pM; 30.7 £ 62 e 261 + 6.6 %, Cas X 0.7 e 1.5 pM,
respectivamente) e aumento de células apoptoticas (35.1+ 5.7 e 427+ 9.2 %, CasF05e !
pM; 63.1 £ 5.0 e 65.9 + 8.4 %, Cas X 0.7 e 1.5 pM, respectivamente) de forma independente
da concentracdo quando comparadas ao controle negativo (9.3 £ 0.7 e 3.1 + 0.6 %, viaveis
e apoptéticas, respectivamente) (Figura 15A, P < 0.01).

Na avaliacdo da caspase -9, a Cas F 0.5 pM (43.2 + 0.4, 46.4 £ 0.4 e 10.7 £ 1.2 %),
F1pM (40.1 £ 1.0, 69.2 + 19.0e 83 +4.7 %), X 0.7 pM (44.0 £4.0, 41.3 +9.0e 9.6 £ 0.2
%) e X 1.5 pM (21.7 £ 7.0, 71.8 £ 7.5 e 6.5 £ 5.0 %) reduziram o percentual de viabilidade,

aumentaram o percentual de apoptose e o de necrose, respectivamente (Figura 15B, P <

0.01).

4.4.7 Ativacao de Caspases Efetoras -3/-7
Como demonstrado na Figura 16 e semelhante ao encontrado com as caspases-8 e

-9, ambas as moléculas Cas X e F reduziram o numero de células viaveis e aumentaram o
surgimento de células apoptéticas iniciais e tardias (P < 0.01), embora esse aumento tenha
ocorrido apenas na maior concentracdo da Cas F (1 pM, 12.6 £ 29 e 176 + 3.7 %) e na
duas concentracdes de Cas X (0.7 pM, 123 £+ 3.3 e 191 + 1.6 %; 1.5 pM, 31.1 + 9.4 e 42.1
+ 8.9 %), indicando a ativacdo das caspases-3 e -7 em comparacdo ao controle negativo
(21 £ 0.2 e 1.1 + 0.3 %), respectivamente. Apenas a Cas X aumentou o percentual de
células necréticas (0.7 pM, 13.8 £ 4.4 %; 1.5 pM, 8.8 = 1.6 %) (P < 0.01). Dox (0.6 pM)

diminuiu a viabilidade celular (38.6 + 2.5 %) e aumentou o percentual de células em

apoptose inicial (38.4 £ 6.0 %) (P < 0.01).
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E=3 Viaveis Apoptéticas Necroticas

Figura 15 - Ativacdo das caspases iniciadoras -8 (A) / -9 (B) analisada por citometria de
fluxo em células leucémicas da linhagem HL-60 apds 24 h de incubagdo com os diterpenos
clerodanicos caseargrevina F (Cas F) e casearina X (Cas X) isolados das folhas de Casearia
sylvestris. O controle negativo (C) foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo
da substancia (DMSO 1.6 %). O quimioterapico doxorrubicina (0.6 pM) foi usado como
controle positivo (Dox). Os valores correspondem a média + E.P.M. de experimentos
independentes (n = 3). * P < 0.01 comparado ao controle por ANOVA seguido por Student

Newman-Keuls.
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Apoptose

tardia
Controle
Viaveis
Apoptose
inicial
Cas X 1.5 pM

Viaveis Apoptose Inicial Apoptose Tardia Necrose
Figura 16 - Ativacdo das caspases efetoras -3/-7 analisada por citometria de fluxo em células
leucémicas da linhagem HL-60 apdés 24 h de incubacdo com os diterpenos clerodanicos
caseargrevina F (Cas F) e casearina X (Cas X) isolados das folhas de Casearia sylvestris. O
controle negativo (C) foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da substancia
(DMSO 1.6 %). O quimioterapico doxorrubicina (0.6 pM) foi usado como controle positivo (Dox).
Os valores correspondem a média + E.P.M. de experimentos independentes (n = 3). * P < 0.01

comparado ao controle por ANOVA seguido por Student Newman-Keuls.



4.4.8 Externalizagéo de Fosfatidilserina

Assim como com a ativagdo de caspases, a externalizacdo de fosfatidilserina foi
estudada apenas com Cas F e Cas X. Porém, nesse caso, foram analisadas possiveis
alteracfes apos 6, 12 e 24 h de exposicdo aos mesmos.

A Dox (0.6 pM) diminuiu o percentual de células viaveis nos trés intervalos de tempo
estudados (6h, 91.4 + 2.4 %; 12 h, 47.7 + 6.8 %; 24 h, 55.6 = 0.7 %) e aumentou o de
células em apoptose inicial apés 12 h (50.8 £ 6.3 %) e 24 h (43.6 £1.4 %) enquanto 0s
compostos Cas F e Cas X mostraram atividade somente ap6s 24 de incubacdo. Assim, eles
reduziram a quantidade de células viaveis na maior concentragéo testada (Cas F 1 pM, 83.5
+ 1.7 %; Cas X 15 pM, 54.7 + 25 %) quando comparados ao controle (97.5 + 0.6 %)
(Figura 17A, P < 0.01) e aumentaram o percentual de células em fase de apoptose inicial
(Figura 17B, P < 0.01) na maior concentracdo da Cas F (1 pM, 9.7 + 1.1 %) e na duas
concentraces de Cas X (0.7 pM, 7.9 £ 0.7 %; 1.5 pM, 17.6 £ 5.6 %). Niveis significantes de
apoptose tardia foram encontrados ap6s 6 h na presenca de Dox (1.9 = 0.7 %) e ap6s 24 h
na presenca da Cas X 1.5 pM (18.9 + 2.6 %) (Figura 17C, P < 0.01). A necrose também foi
detectada somente apds 24 h (Cas F 1 pM, 2.1 + 0.2 %; Cas X 1.5 pM, 9.4 + 0.4 %) (Figura
17D, P<0.01).
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F X
Figura 17 - Externalizacdo de fosfatidilserina analisada por citometria de fluxo em células leucémicas da linhagem HL-60 com anexina-V e 7-
Amino-Actinomicina-D (7-AAD) apoés 6, 12 e 24 h de incubagdo com os diterpenos clerodanicos caseargrevina F (Cas F) e casearina X (Cas X)
isolados das folhas de Casearia sylvestris. k - Células viaveis; B - Células em apoptose inicial; C - Células em apoptose tardia; D - Céulas
necréticas. O controle negativo (C) foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 1.6 %). O quimioterapico
doxorrubicina (0.6 pM) foi usado como controle positivo (Dox). Os valores correspondem a média + E.P.M. de experimentos independentes (n

= 3). * P < 0.01 comparado ao controle por ANOVA seguido por Student Newman-Keuls.
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4.5Alteracdes morfolégicas

A andlise morfolégica por microscopia 6ptica das células da linhagem leucémica
promielocitica humana HL-60 tratadas com crescentes concentracdes de Cas F e Cas X ou
ndo tratadas pode ser visualizada nas Figuras 18, 19 e 20. Como todas as substancias
causavam alteracBes morfologicamente semelhantes, os dois compostos mais ativos foram
escolhidos para fins de andlise e discussao.

O controle negativo (Figuras 18A, 19A e 20A) apresentou caracteristicas de células
integras, com citoplasma homogéneo, presenca de varias figuras mitéticas e visualizacado do
limite da membrana plasmatica celular. As células tratadas com Cas F (0.5 e 1 pM) e Cas X
(0.7 e 1.5 pM) apresentaram caracteristicas de morte celular por apoptose apés 6 e 12 h de
incubacdo em ambas as concentragfes. Condensacdo cromatinica quase sempre seguida
de picnose, fragmentacdo nuclear (cariorréxis), manutencdo da integridade da membrana,
rarefacdo e retracdo celulares foram vistas ap6s 6 h (Figuras 18C, 18D, 18Eel8F)el2h
(Figuras 19C, 19D, 19E e 19F). Curiosamente, ap0s 12 h de incubacéo, as células tratadas
por Cas F e Cas X também mostraram grande quantidade de vacuolos citoplasméaticos nas
duas concentracdes testadas, além das caracteristicas morfolégicas supracitadas (Figuras
19C e 19D, 19E e 19F, respectivamente). Por outro lado, uma caracristica tipica de necrose
- desintegracdo da membrana - foi identificada apés 12 h com Cas F 1 pM (Figura 19F) e
apos 24 h de tratamento tanto com Cas F quanto com Cas X em ambas as concentracfes
(Figuras 20C, 20D, 20E e 20F).

As células tratadas com Dox revelaram alteracdes morfolégcas visualizaveis por
microscopia Optica somente apds 24 h de exposicao, onde foram observados condensacéo
cromatinica, cariorréxis, rarefacdo e retracdo celulares (Figura 20B). Ja as células tratadas
com Dox por 6 e 12 h revelaram morfologia semelhenta ao controle negativo, embora raras

figuras mitéticas tenham sido encontradas (Figuras 18B e 19B).

-85-



Células em diviséo
. o Condensacdo da cromatina / picnose
Retracdo celular

Figura 18 - Morfologia de células da linhagem leucémica HL-60 apds 6 h de incubacdo com
os diterpenos clerodanicos caseargrevina F [0.5 pM (C), | pM (D)] e casearina X [0.7 pM
(E), 1.5 pM (F)] isolados das folhas de Casearia sylvestris. O controle negativo (A) foi tratado
apenas com o veiculo utlizado para a diluicho da substédncia (DMSO 16 %). O
guimioterapico doxorrubicina (0.6 pM) foi usado como controle positivo (B). Coloracdo por

May-Grinwald-Giemsa, 400x.
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Células em divisao e e« «X Condensacado da cromatina / picnose

Retracao celular Vacuolizagdo citoplasmética

Desintegra¢éo da membrana

Figura 19 - Morfologia de células da linhagem leucémica HL-60 ap6s 12 h de incubacéo
com os diterpenos clerodanicos caseargrevina F [0.5 pM (C), 1 pM (D)] e casearina X [0.7
pM (E), 1.5 pM (F)] isolados das folhas de Casearia sylvestris. O controle negativo (A) foi
tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da substéncia (DMSO 1.6 %). O

guimioterapico doxorrubicina (0.6 pM) foi usado como controle positivo (B). Coloracdo por

May-Grinwald-Giemsa, 400x.
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Células em divisao e Condensacéo da cromatina / picnose

Retracao celular Vacuolizagéo citoplasmatica

Desintegracdo da membrana

Figura 20 - Morfologia de células da linhagem leucémica HL-60 ap6s 24 h de incubacao
com os diterpenos clerodanicos caseargrevina F [0.5 pM (C), | pM (D)] e casearina X [0.7
pM (E), 1.5 pM (F)] isolados das folhas de Casearia sylvestris. O controle negativo (A) foi
tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 1.6 %). O

quimioterapico doxorrubicina (0.6 pM) foi usado como controle positivo (B). Coloragdo por

May-Grinwald-Giemsa, 400x.
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4.6 Atividade Antitumoral da Fracéo rica em Casearinas

A atividade antitumoral da FC foi analisada em camundongos transplantados com o
tumor experimental Sarcoma 180 (Tabela 7).

O tratamento consistiu na administracdo da FC i.p. (10 e 25 mg/kg/dia) ou oral por
gavagem (25 e 50 mg/kg/dia) durante 7 dias consecutivos. No 8o dia, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e dissecados para a retirada do tumor, figado, bago,
rins e estbmago. Dentre as doses estudadas, a FC 10 e 25mg/kg/dia i.p. e 50 mg/kg/dia oral
foram capazes de reduzir o crescimento tumoral (1.3 + 0.2, 0.3 + 01 e 11 + 0.3 g,
respectivamente) de forma significativa (P < 0.01) guando comparadas ao controle negativo
DMSO 4 % (i.p., 1.9 £ 0.2 g; oral, 2.4 £ 0.3 g), 0 mesmo acontecendo com 0 grupo tratado
com 5-FU (0.3 £ 0.1 g). Assim, 5-FU, FC 10 e 25 mg/kg i.p. e FC 50 mg/kg oral revelaram
taxas de inibicdo de crescimento tumoral de 83.9 + 2.3, 35.8 + 8.9, 86.2 + 7.2 e 53.7 £ 10.9
%, respectivamente (P < 0.01) (Tabela 7). A FC na dose oral de 25 mg/kg/dia ndo foi eficaz
em reduzir a massa tumoral (1.8 £ 0.3 g) (P > 0.05).

O peso relativo umido dos 6rgéos dos animais submetidos ao protocolo de avaliagdo
da atividade antitumoral revelou reducdo significante do figado (4.52 + 0.20 g) e do baco
(0.26 = 0.06 g) dos animais tratados com FC 25 mg/kg/dia i.p. e aumento do estémago (1.02
+0.11 g) na dose de 50 mg/kg/dia (P < 0.01, Tabela 7). A involu¢do esplénica também foi
encontrada no grupo tratado com 5-FU 25 mg/kg/dia i.p. (0.22 £ 0.01 g) quando comparado
ao controle (0.51+ 0.03 g) (P < 0.01). No que concerne ao peso dos animais no final do
tratamento, apenas aqueles correspondentes aos grupos 5-FU e FC 25 mg/kg/dia i.p.
mostraram diminuicdo do peso corpéreo (21.5 + 1.0 e 24.6 + 0.8 g, respectivamente) quando
comparados ao controle (38.0 £ 1.2 g, P < 0.01).

Em outra andlise experimental, os animais inoculados com tumor foram submetidos
ao mesmo protocolo de avaliagdo da atividade antitumoral. Porém, apés 7 dias de
tratamento, todos os grupos foram mantidos sob condicbes padrbes e observados
diariamente para a anotacdo do tempo de sobrevida. Como visto na curva de sobrevivéncia
(Figura 21), a média de sobrevivéncia dos animais variou entre 16 dias (grupos controles de
DMSO 4 % i.p. e oral) até 19 dias nos grupos tratados com 5-FU e FC 25 mg/kg/dia i.p. No

entanto, nenhuma das doses estudadas foi capaz de aumentar a média de sobrevida (P >

0.05).
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Intraperitc o=z

Oral

Tabela 7 - Atividade antitumoral da Fracdo rica em Casearinas (FC) isolada das folhas de Casearia sylvestris e seus efeitos sobre o0 peso

relativo dos 6rgéos de camundongos Swiss machos transplantados com Sarcoma 180 e tratados via intraperitoneal (10 e 25 mg/kg/dia) ou oral

por gavagem (25 e 50 mg/kg/dia) durante 7 dias consecutivos. O controle negativo recebeu veiculo de diluicdo da substancia (DMSO 4 %). O

guimioterapico 5-Fluorouracil (5-FU, 25 mg/kg/dia) foi usado como controle positivo.

Substancia Dose
(mg/kg/dia)
Controle -
5-FU 25
10
FC
25
Controle -
25
FC
50

reso rinai

38.0 £1.2

215 +1.0*

36.3 +0.8

24.6 + 0.8*

36.2 £1.2

35.0+1.1

31.3+x15

Figado

5.31 +0.13
4.86 +0.27

4.98 +0.15
4.52 + 0.20*
5.28 +0.18
5.22 +0.16

4.88 +0.22

Os valores correspondem a média + E.P.M. (n=10 animais/grupo).

Rins

Baco

Peso relativo (g/1009)

1.40 +0.04
1.28 +0.03

1.37 £0.04

1.43 +0.08

1.35 +0.07

1.34 +0.05

1.44 +0.05

0.51+0.03
0.22 +0.01~

0.48 £ 0.04

0.26 + 0.06*

0.53 +0.02

0.45 +0.03

0.42 +£0.03

Estbmago

0.67 £ 0.07
0.60 +£0.04

0.59 +0.09
0.61 +0.05
0.69 + 0.04
0.83 +0.04

1.02 £0.11*

* P < 0.01 comparado com o grupo controle (DMSO 4%), analisado por ANOVA seguido por Student Newman-Keuls.
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Tumor (g)

1.9 +0.2
0.3 +0.1*

1.3 +0.2*
0.3 £0.1*
2.4 +0.3
1.8 +0.3

11 +*0.3*

Inibicdo
Tumoral

(%)

83.9 +2.3*

35.8 +£8.9*

86.2 +7.2*

24.9 +10.6

53.7 £10.9*



1 Controle negativo i.p. FC 10 mg/kg/dia i.p.
--eee Controle negativo oral FC 25 mg/kg/dia i.p.
5-FU FC 25 mg/kg/dia oral

FC 50 mg/kg/dia oral

Figura 21 - Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meyer de camundongos Swiss machos tratados
com a Fracdo rica em Casearinas (FC) isolada das folhas de Casearia sylvestris durante 7 dias
consecutivos com doses de 10 e 25 mg/kg/dia via intraperitoneal ou 25 e 50 mg/kg/dia via oral
por gavagem. O controle negativo foi tratado com o veiculo de diluicdo da substancia (DMSO 4
%). O quimioterapico 5-Fluorouracil (5-FU, 25 mg/kg/dia) foi usado como controle positivo.

* P < 0.05 comparado ao controle negativo por Log-rank (chi-quadrado).

4.6.1 Leucograma

As modificacbes evidenciadas no leucograma do sangue periférico dos animais
tratados correspondem tanto a uma diminuicdo no ndmero total de leucocitos no grupo 5-FU
(2.6 x 103 /pL), um reflexo da reducdo do nimero de mondcitos (0.1 = 0.01 x 2103 /pL),
neutréfilos (0.1+ 0.002 x 103 /pL) e linfécitos (2.4 + 0.2 x 103/pL), quanto ao aumendo de
neutrofilos (5.0 £ 0.3 x 103/pL) e reducgédo de linfocitos (2.0 + 0.1 x 103/pL) nos animais tratados
com a FC 25 mg/kg/dia i.p. (Tabela 8, P < 0.01), sendo que neste Ultimo grupo ndo houve
alteracdo nos leucdcitos totais em comparacdo ao controle (8.8 + 0.6 x 103/pL) devido a uma

compensacao na contagem geral (P > 0.05).



Tabela 8 - Alteragdes no leucograma do sangue periférico de camundongos Swiss machos
tratados com a Fracdo rica em Casearinas (FC) isolada das folhas de Casearia sylvestris
durante 7 dias consecutivos nas doses de 10 e 25 mg/kg/dia via intraperitoneal ou 25 e 50
mg/kg/dia via oral por gavagem. O controle negativo foi tratado com o veiculo de diluicdo da
substancia (DMSO 4 %). O controle negativo recebeu veiculo de diluicdo da substancia (DMSO
4 %). O quimioterapico 5-Fluorouracil (5-FU, 25 mg/kg/dia) foi usado como controle positivo.

Dose Leucoeitos  contagem diferencial de leucécitos (103/gL)
Substancia ) totais
(mg/kg/dia) (103/|xL) Eosinodfilos Linfécitos Neutréfilos Mondcitos

Controle - 8.8 +0.6 0.1 +0.01 4.7 £0.7 3.7+0.5 0.28 £0.1

g 5-FU 25 2.6+0.1* 0.0 +0.0 2.4 £0.2* 0.1+ 0.002* 0.1 +0.01*
ogl_ e 10 7.2 +0.3 0.0 +0.0 3.9 +0.1 3.0 +0.6 0.3 +0.1
c 25 7.3 £0.7 01 +0.1 2.0+0.1* 5.0+0.3* 0301
Controle - 6.5 +0.9 01 +0.1 3.7 +0.9 25 +0.4 0.2 +0.1
ZL)§ cC 25 8.4 +0.8 0.2 +0.1 41 +0.4 3.7 +0.5 0.4 +0.1
50 6.9 +0.6 0.2 £0.1 34+11 2.8 £0.6 0.4 £0.1

Os valores correspondem a média + E.P.M. (n=10 animais/grupo).
* P < 0.01 comparado com o grupo controle (DMSO 4%), analisado por ANOVA seguido por Student

Newman-Keuls.

4.6.2 Morfologia Tumoral
Os tumores dos animais do grupo controle negativo (i.p. e oral, Figuras 22A e 22B) e

dos grupos tratados com a FC 10 mg/kg/dia i.p. e 25 mg/kg/dia oral (Figuras 22D e 22F)
mostraram caracteristicas de neoplasia maligna constituida por células redondas e poliédricas
com anisocariose, binucleacao, freqlientes mitoses e diferentes graus de pleomorfismo celular
e nuclear, além de extensas areas de invasdo muscular e focos de necrose de coagulacdo. As
analises da massa tumoral dos grupos que receberam 5-FU (Figura 22C) e FC 25 mg/kg/dia
i.p. (Figura 22E) e 50 mg/kg/dia oral (Figura 22G) revelaram, como descrito acima, morfologia
tipica de células neoplasicas, embora tenham sido observadas raras mitoses e areas de

necrose de coagulacdo mais frequentes que nos outros grupos.
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Figura 22 - Morfologia de células da linhagem tumoral Sarcoma 180 extraidas de
camundongos Swiss machos adultos apds tratamento via intraperitoneal (10 e 25 mg/kg/dia,
Figuras D e E, respectivamente) ou oral por gavagem (25 e 50 mg/kg/dia, Figuras F e G,
respectivamente) durante 7 dias consecutivos com a Fracéo rica em Casearinas (FC) isolada
das folhas de Casearia sylvestris. O controle recebeu veiculo de diluigdo da substancia (DMSO
4 % aplicado via i.p. e oral, Figuras A e B, respectivamente). O quimioterapico 5-Fluorouracil

(5-FU, 25 mg/kg/dia, Figura C) foi usado como controle positivo. Coloragdo por

Hematoxilina/Eosina. Microscopia 6ptica, 400x.

4.7 Toxicidade da Fracdo rica em Casearinas
4.7.1 Genotoxicidade in vitro em PBMC

O potencial genotdxico in vitro em PBMC apos 24 h de exposi¢do foi avaliado através
do ensaio do Cometa Alcalino. Para fins de andlise do grau de dano as moléculas de DNA, os
resultados foram expressos em escores de ID, o qual foi calculado pela multiplicacdo do
namero de células de cada classe (0, 1, 2, 3 e 4) pelo classe de dano, variando de 0 (sem
danos) a 400 (dano méximo). Todas as substancias analisadas in vitro induziram danos ao
DNA das células mononucleares (Figura 23, P < 0.01). Se por um lado a molécula Cas B
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aumentou a migracdo do DNA, por conseguinte, elevou o ID desde a menor concentracéo
estudada [0.5 pM (26.5 + 4.0), 1 pM (35.0 + 4.8)], ndo revelando, pois, dano dependente da
concentracdo, por outro, as moléculas Cas D, Cas F e Cas X mostraram resultados
significantes apenas na concentragdo de 1 pM (87.1 =7.1, 67.3 + 3.0 e 33.9 £ 8.5), sendo a
Cas X a substancia que apresentou o menor potencial genotéxico (P < 0.01).

Dox (0.6 pM) mostrou ID duas vezes maior (196.3 + 1.3) que a Cas D 1 pM, a molécula

de maior potencial genotdxico in vitro dentre as amostras avaliadas. O controle negativo

apresentou ID baixo (6.1 £ 0.8).

Figura 23 - indice de Dano (ID) ao DNA determinado através do ensaio de Cometa Alcalino
em células mononucleares isoladas do sangue periférico (PBMC) de voluntarios humanos
sadios. A cultura priméaria de PBMC foi tratata com casearina B (Cas B), casearina D (Cas D),
caseargrevina F (Cas F) e casearina X (Cas X) isoladas das folhas de Casearia sylvestris
durante 24 h. O controle (C) recebeu veiculo de diluicdo da substancia (DMSO 1.6 %). O
guimioterapico doxorrubicina (0.6 pM) foi usado como controle positivo (Dox). Os valores (n=2)
correspondem a média + E.P.M. de experimentos indepedentes. * P < 0.01 comparado com o
controle e analisado por ANOVA seguido por Student Newman-Keuls. a Escores obtidos por
multiplicagdo do numero de células de cada classe (0, 1, 2, 3 e 4) pelo classe de dano,

variando de 0 (sem danos) a 400 (dano maximo).

4.7.2 Toxicidade Aguda
Os animais foram observados durante 14 dias apdés uma administracdo Unica (i.p. ou

oral) da FC (BRASIL, 2004b). Dos camundongos que receberam as maiores doses da FC, 3
dos 7 (100 mg/kg i.p.) e 4 dos 7 (400 mg/kg oral) estavam mortos ao final de 8 h apds a
administracdo. Todas as outras mortes aconteceram no intervalo de até 36 h apos o

tratamento. Os animais que morreram se apresentaram apaticos, embora outros sinais de
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toxicidade antes da morte ndo tenham se tornado perceptiveis. Os valores de DL50 obtidos para
a FC i.p. e oral, foram, respectivamente, 80.9 (65.9 - 97.9) e 267.1 (229.9 - 310.4) mg/kg de

peso corporeo.

4.7.3 Toxicidade Subcronica

4.7.3.1 Alteragbes Macroscopicas
O estudo da toxicidade subcronica da FC foi realiza durante 30 dias consecutivos,

periodo durante o qual os animais foram tratados com as dose de 5 e 10 mg/kg/dia i.p. ou 10 e
20 mg/kg/dia via gavagem. A cada semana, todos os animais tratados foram pesados para
verificacdo do ganho de peso corpéreo em relagcdo ao grupo controle (DMOS 4 % i.p. ou oral).
Logo apoOs os primeiros setes dias (T7) de aplicacdo da FC na cavidade intraperitoneal dos
animais, tanto a dose de 5 mg/kg/dia (28.4 + 0.5 g) quanto a de 10 mg/kg/dia (30.6 + 0.8 Q)
foram capazes de reduzir o crescimento dos animais quando comparados ao controle i.p. (Cip,
33.4 + 0.4 g) (P < 0.01, Figura 24). Nos tempos seguintes (T15 T22 e T30), o crescimento dos
animais manteve-se estatisticamente menor (P < 0.01) até o fim do tratamento em ambas as
doses administradas via i.p., fato esse que refletiu no menor ganho de peso corpéreo mensal
pelos animais tratados com as doses de 5 mg/kg/dia (4.4 £ 0.4 g) e de 10 mg/kg/dia (3.9 + 0.6
g), enquanto o controle ganhou 9.2 + 0.4 g (Tabela 9). Achado semelhante ocorreu com a dose
oral de 20 mg/kg/dia, a qual também diminuiu o ganho de peso (2.2 + 0.8 g; controle ganhou
9.6 + 0.7 g), embora o crescimento dos animais tenha sido prejudicado apenas na ultima
semana de administragdo, uma vez que o peso médio do grupo T30 foi de 32.4 + 1.4 g e grupo
controle oral (C0rai=T30) pesou, em média, 39.6 = 0.7 g (P < 0.01). Por outro lado, a dose oral

de 10 mg/kg/dia ndo alterou nem o crescimento nem o ganho de peso dos animais (P > 0.05).
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Figura 24 - Avaliacdo do crescimento de camundongos Swiss machos adultos durante o
tratamento subcronico de 30 dias via intraperitoneal (5 e 10 mg/kg/dia) ou oral por gavagem
(10 e 20 mg/kg/dia) com a Fracado rica em Casearinas (FC) isolada das folhas de Casearia
sylvestris. O controle (C) recebeu veiculo de diluicdo da substéncia (DMSO 4 %). Durante o
tratamento, os animais foram pesados semanalmente. T0=Tempo 0 (inicio do tratamento); T7=
sétimo dia; T15= décimo quinto dia; T22=vigésimo segundo dia; T3o=trigésimo dia (fim do
tratamento). Os valores correspondem & média * E.P.M., n=10 animais/grupo. * P < 0.01

comparado ao controle (DMSO 4%), analisado por ANOVA seguido por Student Newman-

Keuls.

ApoGs a disseccagdo dos animais, a analise do peso relativo Umido de seis Orgaos
(figado, rins, bago, estbmago, coracdo e pulmdes) revelou que o figado (4.73 £ 0.31 g) e 0
baco (0.57 £ 0.10 g) do grupo FC 10 mg/kg/dia i.p. aumentaram de maneira significativa
enquanto o coragdo (0.36 = 0.01 g) reduziu de tamanho em ambas as doses aplicadas
intraperitonealmente (P < 0.01, Tabela 9). Em relacdo ao tratamento oral, ambas as doses (10
e 20 mg/kg/dia, 1.30 £ 0.06 e 1.11 * 0.11lg, respectivamente) foram capazes de aumentar o

peso relativo do estdbmago em comparacgdo ao controle (0.73 + 0.07 g, P < 0.01).
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Tabela 9 - Efeitos da Fragdo rica em Casearinas (FC) isolada das folhas de Casearia sylvestris sobre o peso relativo dos o6rgdos de

camundongos Swiss machos tratados via intraperitoneal (10 e 25 mg/kg/dia) ou oral por gavagem (25 e 50 mg/kg/dia) durante 30 dias

consecutivos. O controle negativo recebeu veiculo de diluicdo da substancia (DMSO 4 %).

Figado
Substancia Dose Ganho de Peso
(mg/kg/dia)  Corpdreo (g)
Controle - 9.2 +0.4 4.02 £0.07
B 5 4.4 + 0.4* 3.95 +0.29
Fracédo

Casearina (FC) 10 3.9 £0.6* 4,73 £0.31*
Controle - 9.6 +0.7 4.05 +0.16
Fracao 10 6.6 £ 1.3 3.81 £0.12
Casearina (FC) 20 2.2 +0.8* 3.73+0.14

Os valores correspondem a média + E.P.M., (n=10 animais/grupo).

Rins

1.41 +0.04
1.27 +0.06

1.42 +0.10

1.36 +0,07

1.30 £0.05

1.38 £0.05

Baco

Estdbmago

Peso relativo (g/100q9)

0.34 +0.02
0.40 +0.06

0.57 +0.10*

0.19 +0.02

0.20 £ 0.02

0.19 +0.02

0.82 +0.04
0.99 +0.12

0.98 +£0.05

0.73 £ 0.07
1.30 +0.06*

1.11 +0.11*

* P < 0.01 comparado com o grupo controle (DMSO 4%) e analisado por ANOVA seguido por Student Newman-Keuls.
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Coracéao

0.47 +0.02
0.36 +0.01*

0.36 +0.01*
0.41 +0.02

0.35 +0.01

0.45 +0.04

Pulmdes

0.49 + 0.04
0.39 + 0.03

0.45 +0.05

0.47 £ 0.04

0.41 +0.03

0.51 +0.03



47.3.2 Alteracbes Microscopicas - Histopatologia

Histologicamente, os 6érgdos dos animais do grupo controle negativo (i.p. ou oral)
apresentaram sinais de baixa toxicidade: figado com discreta tumefacdo celular de
hepatdcitos, leve congestdo portal e da veia centrolobular, acimulo de pigmentos de
hemossiderina e leve hiperplasia das células de Kupffer (Figuras 25A e 25B); rins com
discreta tumefacédo celular do epitélio dos tdbulos proximais e distais, hemorragia focal,
glomerular e discreta por entre os tabulos (Figuras 26A e 26B); baco com foliculos linfoides
definidos, nitida visualizagdo das polpas vermelha e branca, presenca de pigmentos de
hemossiderina e numerosos megacariocitos (Figuras 27A e 27B); coracdes com fibras
musculares cardiacas transversais e longitudinais, sem alteracdes histolégicas, visualizacdo
de discos intercalares e nucleos centrais (Figuras 28A e 28B); pulm&es com bronquiolos e
espacos alveolares visiveis, focos de vasos sanguineos ectasicos e de hemorragia
provavelmente associados ao procedimento de sacrificio (Figuras 29A e 29B). Com relacéo
ao estdbmago, percebeu-se a auséncia de estrias hemorrdgicas, a regiao da céardia com
revestimento escamoso queratinizado e facil visualizacdo de células parietais e principais,
com mucosa e submucosa normais (Figuras 30A e 30B).

A analise microscopica do figado dos animais tratados revelou desde uma moderada
(5 mg/kg/dia i.p., Figura 25C) a intensa tumefacao celular de hepatdcitos (10 mg/kg/dia i.p.;
10 e 20 mg/kg/dia oral, Figuras 25D, 25E e 25F, respectivamente), congestao portal e da
veia centrolobular, acimulo de pigmentos de hemossiderina e hiperplasia das células de
Kupffer (em todas as doses avaliadas). Com exce¢do da menor dose i.p. (5 mg/kg/dia),
todas as outras doses causaram o surgimento de focos inflamatorios no parénquima ou
estroma do tecido hepético, embora &reas de necrose focal com presenca de granuldcitos
neutrofilos polimorfonucleares tenham sido encontradas apenas nas duas maiores doses
(10 mg/kg/dia i.p. e 20 10 mg/kg/dia i.p. oral). Uma desorganizacdo dos cordbes de
hepatdcitos indicando morte celular seguida de regeneracéo foi extensivamente detectada
na dose de 10 mg/kg/dia i.p. O acimulo de pequenas goticulas de lipidios no citoplasma dos
hepatocitos (esteatose microvesicular) foi encontrado nos grupos que receberam 5
mg/kg/dia ip. e 20 mg/kg/dia oral da substancia teste (Figuras 25C e 25F,
respectivamente).

Todos os grupos tratados com a FC mostraram moderada (5 e 10mg/kg/dia i.p.,
Figuras 26C e 26D, respectivamente) a intensa tumefacdo celular do epitélio dos tubulos
proximais e distais dos rins (10 e 20mg/kg/dia oral, Figuras 26E e 26F, respectivamente),
além de hemorragia tubular e glomerular e presenca de cilindros hialinos. Extensas areas de
necrose com cole¢Bes de granulécitos neutrofilos polimorfonucleares consistentes com
abscesso (5 mg/kg/dia i.p., Figura 26C) e focos de necrose nefrotoxica do epitélio tubular
também foram encontrados (10 mg/kg/dia i.p e 20 mg/kg/dia oral, Figura 26D e 26F,
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respectivamente). Os bacos dos animais tratados ndo mostraram grandes alteracGes
guando comparados ao grupo controle, embora todos os grupos tratados tenham revelado
leve congestdo da polpa vermelha e desorganizacdo dos foliculos linféides, principalmente
nas duas maiores doses estudadas (Figura 27D e 27F). Em relacdo ao coracdo, embora o
tratamento i.p. tenha favorecido a diminuicdo do seu peso relativo, 0s exames microscopicos
revelaram morfologia tecidual normal, muito semelhante ao respectivo controle e sem sinais
de cardiotoxicidade (Figuras 28C, 28D, 28E e 28F).

Os pulmdes de todos os tratados, assim como 0s controles, apresentaram sacos
alveolares bem delimitados, integridade do epitélio dos bronquiolos do tipo
pseudoestratificado colunar ciliado, alguns vasos sanguineos dilatados e pequenos pontos
hemorragicos certamente associados &s técnicas cirdrgicas do sacrificio (Figuras 29C, 29D,
29E e 29F). No entanto, os grupos administrados via i.p. (5 e 10 mg/kg/dia, Figuras 29C e
29D, respectivamente) exibiram alguns focos de cole¢des perivasculares de infiltrado
inflamatério constituidos por granulécitos neutrofilos.

Os estdbmagos ndo mostraram alteragbes macro ou microcopicas em comparagao
ao0s seus respectivos controles negativos, todos exibindo uma mucosa pregueada, integra e
sem focos hemorragicos e/ou inflamatérios. Células parietais e principais morfologicamente
normais estavam presentes no corpo, indicando que a funcéo secretora estomacal de &cido

cloridrico e pepsinogénio certamente ndo foi afetada pelo tratamento (Figura 30).
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Figura 25 - Andlise histoldgica do figado de camundongos Swiss machos adultos apés
tratamento subcrénico de 30 dias via intraperitoneal (5 e 10 mg/kg/dia, Figuras C e D,
respectivamente) ou oral por gavagem (10 e 20 mg/kg/dia, Figuras E e F, respectivamente)
com a Fracdo rica em Casearinas (FC) isolada das folhas de Casearia sylvestris. O controle
recebeu veiculo de diluicdo da substancia (DMSO 4 % aplicado via i.p. e oral, Figuras A e B,

respectivamente). Coloracdo por Hematoxilina/Eosina (H/E). Microscopia optica, 400x.
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Figura 26 - Analise histoldgica dos rins de camundongos Swiss machos adultos apds
tratamento subcronico de 30 dias via intraperitoneal (5 e 10 mg/kg/dia, Figuras C e D,
respectivamente) ou oral por gavagem (10 e 20 mg/kg/dia, Figuras E e F, respectivamente)
com a Fracao rica em Casearinas (FC) isolada das folhas de Casearia sylvestris. O controle
recebeu veiculo de diluicdo da substancia (DMSO 4 % aplicado via i.p. e oral, Figuras A e B,

respectivamente). Coloragdo por Hematoxilina/Eosina (H/E). Microscopia Optica, 400x.
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Figura 27 - Andlise histologica do baco de camundongos Swiss machos adultos apos
tratamento subcrdnico de 30 dias via intraperitoneal (5 e 10 mg/kg/dia, Figuras C e D,
respectivamente) ou oral por gavagem (10 e 20 mg/kg/dia, Figuras E e F, respectivamente)
com a Fragdo rica em Casearinas (FC) isolada das folhas de Casearia sylvestris. O controle
recebeu veiculo de diluicdo da substancia (DMSO 4 % aplicado via i.p. e oral, Figuras A e B,

respectivamente). Coloracao por Hematoxilina/Eosina (H/E). Microscopia optica, 400x.
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Figura 28 - Analise histol6gica do coracdo de camundongos Swiss machos adultos apos
tratamento subcronico de 30 dias via intraperitoneal (5 e 10 mg/kg/dia, Figuras C e D
respectivamente) ou oral por gavagem (10 e 20 mg/kg/dia, Figuras E e F, respectivamente)
com a Fracao rica em Casearinas (FC) isolada das folhas de Casearia sylvestris. O controle
recebeu veiculo de diluicdo da substancia (DMSO 4 % aplicado via i.p. e oral, Figuras A e B,

respectivamente). Coloracdo por Hematoxilina/Eosina (H/E). Microscopia oOptica, 400x.
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Figura 29 - Andlise histoldgica dos pulmdes de camundongos Swiss machos adultos apos
tratamento subcronico de 30 dias via intraperitoneal (5 e 10 mg/kg/dia, Figuras C e D,
respectivamente) ou oral por gavagem (10 e 20 mg/kg/dia, Figuras E e F, respectivamente)
com a Fracdo rica em Casearinas (FC) isolada das folhas de Casearia sylvestris. O controle
recebeu veiculo de diluicdo da substancia (DMSO 4 % aplicado via i.p. e oral, Figuras A e B,

respectivamente). Coloragdo por Hematoxilina/Eosina (H/E). Microscopia Optica, 400x.
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Figura 30 - Andlise histologica do estbmago de camundongos Swiss machos adultos apés
tratamento subcrdnico de 30 dias via intraperitoneal (5 e 10 mg/kg/dia, Figuras C e D,
respectivamente) ou oral por gavagem (10 e 20 mg/kg/dia, Figuras E e F, respectivamente)
com a Fracao rica em Casearinas (FC) isolada das folhas de Casearia sylvestris. O controle
recebeu veiculo de diluicdo da substancia (DMSO 4 % aplicado via i.p. e oral, Figuras A e B,
respectivamente). Coloragdo por Hematoxilina/Eosina (H/E). Microscopia Optica, 400x;

excecao para a letra A que representa uma fotografia com aumento de 100x.
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4.7.3.3 Alteracdes Funcionais Bioquimicas e Hematoldgicas

Os parametros bioquimicos séricos dos animais ap0s tratamento de 4 semanas
estdo descritos na Tabela 10. Dentre os analitos avaliados, foi encontrado aumento
significante de ALT (73.0 £ 14.0 U/L) e queda dos niveis de albumina (1.57 + 0.1 g/dL),
fosfatase alcalina (34.2 + 4.3 U/L), glicose (78.2 £11.6 mg/dL) somente no grupo tratado
com FC 10 mg/kg/dia i.p. quando comparados ao controle (37.4 + 2.9 U/L, 1.78 £ 0.1 g/dL,
63.8 £4.5 U/L e 112.5 + 7.6 mg/dL, respectivamente) (P < 0.01). Por outro lado, o colesterol
total diminuiu em ambas as doses i.p. testadas (5 e 10 mg/kg/dia, 115.2 + 12.6 e 121.8 *
9.4 mg/dL, respectivamente) (P < 0.01). Os animais que receberam tratamento oral via
gavagem com a FC mostraram somente reducdo da fosfatase alcalina sérica na dose de 20
mg/kg/dia (53.4 £ 5.5 U/L) em comparacdo ao controle (88.6 + 8.0 U/L).

Semelhantemente as altera¢des encontradas no tratamento antitumoral de 7 dias, os
exames hematologicos realizados a partir do sangue periférico detectaram mudancas
significativas apenas nos animais tratados via intraperitoneal (5 e 10 mg/kg/dia, P < 0.01).
Ambas as doses da FC favoreceram a reducdo dos eritrocitos (7.8 £ 0.2 e 7.7 £ 0.2 X
106/pL), do hematdcrito (40.9 + 1.5 e 39.1 + 0.9 %), da hemoglobina (11.6 + 0.3 e 11.6 + 0.6
g/dL) e do percentual de linfécitos (56.8 + 2.1 e 37.8 + 2.5 %) quando comparados ao
controle que recebeu apenas DMSO 4 % (8.8 + 0.3 x 106/pL, 49.2 + 2.2 %, 14.1 + 0.5 g/dL e
84.8 + 1.6 %, respectivamente) (Tabela 11). Enquanto isso ocorreu elevacdo do numero de
leuctcitos segmentados (38.4 + 2.1e 56.2 + 4.1 %) e do RDW (22.4 + 1.9 e 194 + 1.3 %)
guando comparados com o controle (leucécitos segmentados: 12.2 + 0.9 %; RDW: 13.4 + 0.5

%) apds a administracdo de 5 e 10 mg/kg/dia, respectivamente.
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Tabela 10 - Perfil bioquimico sérico do sangue periférico de camundongos Swiss machos adultos tratados com a Fragéo rica em Casearinas

(FC) isolada das folhas de Casearia sylvestris via intraperitoneal (5 e 10 mg/kg/dia) ou oral por gavagem (10 e 20 mg/kg/dia) durante 30 dias

consecutivos. O controle foi tratado com veiculo de diluigdo da substancia (DMSO 4 %).

Parametros

Bioquimicos

Albumina (g/dL)

AST (UIL)
ALT (UL)

Fosfatase Alcalina (U/L)
Colesterol Total (mg/dL)
Triglicérides (mg/dL)

BUN (mg/dL)

Creatinina (mg/dL)
Glicose (mg/dL)
Amilase (U/dL)

Tratamento intraperitoneal

Controle

1.78 +0.1
140.4 +5.3
37429
63.8 +4.5
162.6 +10.7
161.6 £18.9
37.0 £3.9
05 +0.1
1125 +7.6
619.2 +4.8

5 mg/kg
1.75 +0.1
177.6 £7.7
67.0 +6.4
50.4 £5.9

115.2 £12.6*
142.0 £27.8

378154
0.5 0.1
96.9 £8.5

628.8 +23.3

Os valores correspondem a média + E.P.M. (n=10 animais/grupo).

FC

10 mg/kg
1.57 +0.1*
170.2 £17.1
73.0 £14.0*
34.2 +4.3*
121.8 +9.4*
149.8 +15.2
32.6 +4.7
04 0.1
78.2 £11.6*
643.9 +22.2

Controle

1.95+0.1
126.0 +5.0
43.0 +6.4
88.6 £8.0
194.3 +9.9
156.5 +11.0
49.7 £6.9
0.5+0.1
133.3 £9.2
619.2 +15.1

* P < 0.01 comparado ao controle (DMSO 4%) e analisado por ANOVA seguido por Student Newman-Keuls.

Tratamento oral

10 mg/kg
21 0.1
145.8 £6.9
47.8 +4.4
88.6 £5.1
177.6 £17.0
176.5 £23.9
43.6 £5.6
0.4 +0.1
145.6 £9.4
5825 +11.4

20 mg/kg
2.0 £0.1
140.2 £10.7
43.8 +2.1
53.4 + 5.5*
171.3+11.8
136.4 +38.7
38.6 £5.9
0.4 +0.1
111.7+ 125
589.4 £10.0

AST, aspartato aminotransferase, também conhecida como TGO, transaminase glutamico-oxaloacética; ALT, alanina aminotransferase, também conhecida
como TGP, transaminase glutamico-pirdvica; BUN, uréia nitorgenada sanguinea (Blood Urea Nitrogen).
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Tabela 11 - Perfil hematoldégico do sangue periférico de camundongos albinos Swiss machos adultos tratados com a Fracdo rica em
Casearinas (FC) isolada das folhas de Casearia sylvestris via intraperitoneal (5 e 10 mg/kg/dia) ou oral por gavagem (10 e 20 mg/kg/dia)
durante 30 dias consecutivos. O controle foi tratado com veiculo de diluicdo da substancia (DMSO 4 %).

Tratamento intraperitoneal Tratamento oral

Parametros
. FC FC
Hematol6gicos Controle Controle
5 mg/kg 10 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg
Eritrécitos (x 10b/pL) 8.8 £0.3 7.8 £0.2* 7.7 £0.2* 9.3+0.2 9.2+0.1 9.5 +0.5
Hematocrito (%) 49.2 £2.2 40.9 +1.5* 39.1 £0.9* 50.0 £0.7 50.6 +0.8 50.4 £3.4
Hemoglobina (g/dL) 14.1 +0.5 11.6 £0.3* 11.6 +0.6* 14.3 £0.2 147 £0.2 151 +0.9
VCM (fL) 55.9 £1.7 52.5 +0.5 54.4 +2.3 53.6 £0.4 54.9 +0.3 55.8 +1.2
HCM (pg) 16.0 £0.4 14.9 +0.1 14.7 £0.7 15.3 £0.3 159 +0.2 15.9 +0.1
CHCM (g/dL) 28.7 £0.4 28.5 0.5 27.9 £0.7 28.5 +0.4 29.0 £0.3 28.5 +0.5
Plaquetas (pL) 1.313 +44.7 1.200 £59.5 1.102 +66.3 1.261 +73.2 1.138 £95.7 1.241 + 167.2
Leucdcitos totais (x 103/pL) 5.7 £0.4 45 +0.5 3.8+1.2 6.6 £1.5 4.2 +0.5 5.6 £1.0
Segmentados (%) 12.2 +0.9 38.4 £2.1* 56.2 +4.1* 21.8 £2.2 170+ 16 25.0 £2.9
Linfocitos (%) 84.8 £1.6 56.8 +2.1* 37.8 £2.5* 754+ 19 79.2 1.5 73.4 £3.5
Mondcitos (%) 2.8 +0.7 3.8 +0.5 4.0 £0.7 2.8 £0.7 3.8 +0.6 3.8 £0.7
Eosindfilos (%) 0.2 £0.2 0.2 +0.2 0.2 £0.2 0.0 £0.0 0.0 £0.0 0.0 £0.0
RDW (%) 13.4 +0.5 22.4 + 1.9% 19.4 +1.3* 173 +2.1 13.7 £1.0 14.6 £1.2

Os valores correspondem a média + E.P.M. (n=10 animais/grupo).

* P < 0.01 comparado ao controle (DMSO 4%) e analisado por ANOVA seguido por Student Newman-Keuls.

VCM, Volume Corpuscular Médio; HCM, Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM, Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média;

distribui¢céo do tamanho eritrocitario {Red cell Distribution Width).
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4.7.3.4 Genotoxicidade in vivo e Danos Cromossémicos

O sangue coletado dos animais tratados com a FC também foi submetido ao ensaio
do cometa com o objetivo de detectar quebras das moléculas de DNA de PBMC. Como
mostrado na figura 31, apenas a dose de 10 mg/kg/dia aplicada na cavidade peritoneal foi
capaz de aumentar significativamente o ID (17.0 £ 1.9) quando comparada ao controle i.p.
(9.7 £ 1.0) (P < 0.05). Semelhantemente, altera¢cdes cromossOmicas representadas na forma
de MNs foram encontradas nas hemacias isoladas da medula 6ssea de camundongos
tratados com FC 10 mg/kg/dia i.p. (5.5 + 0.7 EPCMN/2000 células) em comparagdo ao
controle (2.2 £ 0.6 EPCMN/2000 células) (P < 0.01, Figura 32).

FC

Figura 31 - indice de Dano (ID) ao DNA determinado através do ensaio de cometa alcalino
em células mononucleares isoladas do sangue periférico (PBMC) de camundongos Swiss
machos adultos (n=10 animais/grupo) apés tratamento intraperitoneal (5 e 10 mg/kg/dia) ou
oral por gavagem (10 e 20 mg/kg/dia) durante 30 dias consecutivos com a Fracdo rica em
Casearinas (FC) isolada das folhas de Casearia sylvestris. O controle (C) recebeu veiculo
de diluicdo da substancia (DMSO 4 %). * P < 0.05 comparado com o controle (DMSO 4%) e
analisado por ANOVA seguido por Student Newman-Keuls. a Escores obtidos pela
multiplicacdo do numero de células de cada classe (0, 1, 2, 3 e 4) pelo classe de dano,

variando de 0 (sem danos) a 400 (dano maximo).
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FC

Figura 32 - Numeros de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN/2000 células)
observados na medula éssea de camundongos Swiss machos adultos (n=10 animais/grupo)
apoés tratamento intraperitoneal (5 e 10 mg/kg/dia) ou oral por gavagem (10 e 20 mg/kg/dia)
durante 30 dias consecutivos com a Fracao rica em Casearinas (FC) isolada das folhas de
Casearia sylvestris. O controle (C) recebeu veiculo de diluicdo da substancia (DMSO 4 %).
* P < 0.01 comparado com o controle (DMSO 4%) e analisado por ANOVA seguido por

Student Newman-Keuls.
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SUBSTANCIAS ESTUDADAS:
CasB, D, FeX eFC

ESTUDO DE MECANISMO
DE ACAO: Linhagem HL-60
Leucemia promlelocfiica humana

*x

Citotoxicidade
Contra todas as linhagens testadas: tumorais (leucemias,

carcinomas de mama, de prdéstata, de célon, glioblastoma,
melanoma humano e murino, Sarcoma 180) e normal (células
mononucleadas do sangue periférico, PMCB)
+ ativas e seletivas contra linhagens tumorais: Cas X e F
Alamar Blue (72 h de incubagéo)

Atividade antiproliferativa

Inibicdo da incorporagdo de BrdU em valores percentuais
similares ao controle posiivo doxorrubicina (24 h de incubacéo)

Alteracdes Celulares

- Citometria de fluxo - Fragmentacdo de DNA, ativagdo de caspases -3, -7, -8 e

-9, despolarizagdo mitocondrial, desintegracédo de
membrana, externalizacdo de fostaditilserina,
parada do cido celularem GyG,

Alterac6es morfoloégicas
Condensacédo cromatinica quase 6empre seguida de
picnose, cariorréxis, mebrana integra, rarefacdo e retracdo
celulares, vacuolos citoplasmaticos (6 e 12 h),
desintegracdo de membrana (24 h)

Danos as moléculas de DNA

T indice de dano ao DNA de células mononucleadas do
sangue periférico (PMCB) humano
Substancia com menor potencial genotdxico in vitro: Cas X

Capacidade antitumoral Reducéo de 35.8, 86.2 % €53.7 % da massa tumoral nas

doses da FC 10 e 25 mgAgg/dia i.p. €50 mg/kg/dia oral,
respectivamente.
4 Baco e do figado, neutrofilia e linfocitopenia (25 mg/kg/dia
i.p.), t estbmago (50 mg/kg/dia oral)

Figura 33 - Resumo dos resultados dos estudos de avaliacdo da atividade citotoxica e antitumoral dos diterpenos clerodanicos casearina B

(Cas B), casearina D (Cas D), caseargrevina F (Cas F), casearina X (Cas X) e da Fracdo rica em Casearinas (FC) isolados das folhas da

planta Casearia sylvestris.
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TRATAMENTO

TRATAMENTO ORAL
INTRAPERITONEAL

80.9 (65.9 - 97.9) mg/kg 267.1 (229.9 - 310.4) mg/kg

4 Hematocrito, linfocitopenia,
neutrofilia, ¥ Variacao da
distribuicdo do tamanha

eritrocitario (5 e 10 mg/kg/dia)

Sem alteracdes

J. Colesterol total (5 mg/kg/dia),
albumina, glicose, fostatase A Fostatase alcalina
alcalina, t ALT (10 mg/kg/dia) (20 mg/kg/dia)

T indice de dano ao DNA de

células mononucleares do sangue

Sem alteragbes
periférico (PMCB) (10 mg/kg/dia)

T Formacédo de mlcronucleos
em eritrécitos policromaticos da Sem alteracdes

medula 6ssea (10 mg/kg/dia)

4 Ganho de peso (1- semana) r Estdmago (10 e 20 mg/kg/dia)
(5 mgl/kg/dia) e do coracéo (5 e 1 Ganho de peso

10 mg/kg/dia), 1 Baco e do (4« sernanai 20 mg/kg/dia)
figado (10 mg/kg/dia)

Alteracdes
macroscopicas

Alteracoes Tumefagéo celular de hepatdcitos etlibulos renais, esteatase
microscopicas microvesicular, focos inflamatérios e areas de necrase focal com
presencga de grenulécitos neutréfilos polimorfbnuoleares no
panénqulma ou estrema hepéfico/renal, acimulo de pigmentos de
hemossiderina e hiperplasia das células de Kupffer, hemomagia
tubular e glomerular renais, congestéo da polpa vermelha e
desorganizacédo dos folkxilos linféides esplénicos

Figura 34 - Resumo dos resultados dos estudos de toxicidade aguda e subcrdnica (30 dias de tratamento) da Fracéo rica em Casearinas (FC)
obtida das folhas da planta Casearia sylvestris.evn camundongos Swiss.
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5 - DISCUSSAO

5.1 Atividade Citotoxica e Antitumoral

No ultimo século, o desenvolvimento de agentes citotoxicos revolucionou a terapia
anticancer, pois o tratamento adjuvante com esses agentes tem demonstrado uma
vantagem incontestavel quando comparado ao tratamento tradicionalmente baseado na
cirurgia e monoquimioterapia, tornando possivel a cura de neoplasias como leucemia aguda
infantil, doenca de Hodgkin, linfoma néo-Hodgkin e tumores de células germinativas. O
(SOUZA et al, 2007; ISMAEL et al, 2008). Porém, apesar destes avangos e do
desenvolvimento da quimica combinatéria, da modelagem molecular e de outras técnicas
guimicas de sintese usadas pelas industrias farmacéuticas e instituicbes de pesquisa, a
quimioterapia do céncer ainda permanece desalentadora e a mortalidade proveniente das
varias formas de céncer continua inaceitavelmente alta, uma vez que do total de 7,9 milhdes
de mortes em 2007, 13 % foram ocasionadas por doencas neoplasicas (BUTLER, 2004,
WHO, 2009). Neste cenario, as plantas tém oferecido a opotunidade da descoberta de
compostos com propriedades citotoxicas e antitumorais contra diferentes tipos histolégicos
de cancer, estando, inclusive, varios destes compostos, além de outros ja aprovados para o
tratamento, em estudos de fase clinica para a avaliacdo e compreensdo de sua eficacia
terapéutica, do seu mecanismo de acdo e dos efeitos adversos (NEWMAN et al., 2003;
CRAGG & NEWMAN, 2005).

Sabendo da importancia farmacolégica e popular da planta Casearia sylvestris e de
que células de mamiferos em cultura sdo ferramentas muito utilizadas para avaliar a
citotoxicidade de novos compostos (COSTA et al., 2008; BURIOL et al., 2009; MAGALHAES
et al.,, 2010), o presente trabalho avaliou, inicialmente, a atividade citotoxica por MTT de
quatro diterpenos e de uma fracdo rica em casearinas (FC) isolados a partir das folhas da C.
sylvestris frente a um painel de 14 linhagens tumorais.

Dentre as substancias testadas, as casearinas B, D e X, caseargrevina F e a FC,
destacou-se a Cas F, com valores de CI50 menores que 1 pM contra todas as linhagens
tumorais avaliadas e a atividade antileucémica da Cas X (CI50 < 0.40 pM), embora esta
tltima tenha mostrado ser menos citotoxica contra a linhagem K-562 (8.93 pM), uma
leucemia mieldide crénica resistente aos farmacos utlizados na clinica devido a uma
alteracdo citogenética especifica conhecida como cromossomo Philadelphia resultante da
translocacéo reciproca entre os bragos longos dos cromossomos 9 e 22. Esta translocacéo
1(9;22)(g34;911) justapde o oncogene ABL (Abelson Leukemia Virus, cromossomo 9) ao
gene BCR (Breakpoint Cluster Region, cromossomo 22) (MELO et al., 2003). A proteina
quimérica resultante da fus@o génica BCR-ABL apresenta uma atividade tirosina-quinase

elevada, responsavel pela transformacédo da célula progenitora hematopoética normal em
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maligna e pela elevada resisténcia a morte celular independentemente do agente indutor
gragas a expressdo da proteina tirosina-quinase BCR-ABL e a sua capacidade
antiapoptotica pelo aumento da expressao da proteina Bcl-xL-49 e pela diminuicdo do Fas
nas células malignas precursoras (DEININGER et al., 2000).

Nos dltimos anos, houve um constante aumento do numero de diterpenos
clerodéanicos isolados de plantas do género Casearia gracas a estudos de fracionamento
bioguiado, mostrando que muitos deles, especialmente 0s ricos em oxigénio, possuem
propriedades contra diferentes tipos de células e microrganismos, sejam bactérias, fungos
(CARVALHO et al., 1998; OBERLIES et al., 2002; DA SILVA et al., 2008a), promastigotas
de Leishmania donovani (MESQUITA et al, 2005), amastigotes de Trypanosoma cruzi
(ESPINDOLA et al., 2004; MESQUITA et al., 2005), cepas de Plasmodium falciparum
resistentes a cloroquina (MESQUITA et al., 2007) e linhagens humanas transformadas como
colon (HCT-116), leucemias (HL-60, MOLT-4), ovario (A2780), prostata (PC-3), melanoma
(MDA/MB-435) e glioblastoma (SF-295) (OBERLIES et al., 2002; HUANG et al., 2004; SHEN
et al., 2004; VIEIRA-JUNIOR et al., 2009; WILLIAMS et al., 2007; SANTOS et al., 2010). A
acdo sobre células cancerosas também foi encontrada no 6leo essencial das folhas de C.
sylvestris (DA SILVA et al, 2008c), cuja composicdo exibe a presenca de dois
sesquiterpenos reconhecidamente citotoxicos: p-cariofileno e a-humuleno (TATMAN & MO
2002; ESTEVES et al., 2005; SYLVESTRE et al., 2005).

A comparagdo estrutural das casearinas revela que as principais diferencas da
atividade biologica envolvem substituicdbes nas posi¢cdes C-2, C-6, C-7, C-18 e C-19 do
esqueleto diterpendide ou hidroxilacdo ou O-metilacdo na posicdo 2. Além disso, a
substituicAo mostra que o0 grupamento acila na posicdo 6 reduz marcadamente a
capacidade citotoxica dos derivados (MORITA et al., 1991), indicando que o peso molecular
do substituinte nesta posi¢cdo é importante para a bioatividade. A atividade citotoxica da
maioria dos diterpenos clerodanicos parece depender da formacao de um anel diacetalico
oxigenado pelos carbonos C-18 e C-19, o qual se constitui num arranjo de funcionalidade
pouco visto em moléculas naturais e pode ser considerado como um dialdeido protegido
(SANTOS et al., 2007). A hidrolise &cida ou outros fatores que causem a abertura do anel
diacetdlico oxigenado constituido pelos carbonos C-18 e C-19 levam & instabilidade
molecular e perda da bioatividade dos clerodanos diterpénicos (WILLIAMS et al., 2007),
como visto com a forma degradada da Cas X (Casearina X dialdeido), uma molécula que se
mostrou incapaz de inibir a proliferacdo celular (SANTOS et al., 2010). O acido hardviquico,
um clerodano sem anel diacetalico e com baixo potencial citotéxico, foi um dos primeiros
diterpenos descobertos na planta C. sylvestris sem uma estrutura tipicamente oxigenada
(SANTOS et al.,, 2007, 2010), sugerindo que o padrao de oxigenagdo estrutural também
possa influenciar na acao citotdxica.
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Apesar dos estudos de citotoxicidade in vitro pelo método do MTT serem eficazes na
procura de novos agentes antitumorais, este método ndo permite definir o mecanismo de
acdo (BERRIDGE et al., 1996). Assim, posteriormente a andlise citotoxica, avaliou-se o
possivel mecanismo de acdo de todas as substancias utilizando como modelo a linhagem
HL-60, uma leucemia promielocitica aguda humana com predominancia de neutréfilos muito
utlizada como ferramenta farmacolégica na pesquisa por moléculas com capacidade
antiproliferativa (MILITAO et al., 2006; COSTA et al., 2008; MARINHO-FILHO et al., 2010).
Leucemias sdo a quinta maior causa de morte para homens e a sexta para mulheres, sendo
0 tipo de neoplasma mais mortal em pessoas com até 20 anos de idade. Embora muitas das
atuais formas de tratamento tenham se revelado relativamente eficazes em alcancar a cura,
a grande maioria dos farmacos usados no tratamento das leucemias apresentam graves
efeitos colaterais (ACS, 2008).

Posteriormente, a fim de determinar o mecanismo responsavel pelo efeito citotdxico
determinado pelo ensaio do MTT, avaliou-se a habilidade das substancias em inibir a
sintese de DNA através do ensaio de BrdU ap6s 24 h de incubacdo usando as
concentracdes corrrespondentes aos valores de CI50. Todas as amostras avaliadas inibiram
a incorporacgdo de BrdU, reduzindo, no caso da Cas F e Cas X, a multiplicacdo celular em
valores percentualmente semelhantes ao controle positivo Dox, corroborando, portanto, os
resultados obtidos com o MTT. A incorporacdo celular do BrdU, um analogo da timidina,
durante a fase S do ciclo celular, tem sido extensivamente aplicada nas pesquisas
biomédicas para a identificacdo de farmacos com atividade antiproliferativa, uma vez que é
um método in vitro ndo radioativo, imunocitoquimico e confiavelmente capaz de determinar o
percentual de divisdo celular (RIBEIRO et al., 2003; MILITAO et al., 2006; COSTA et al.,
2008).

Subseqiientemente ao estudo de inibicdo de sintese de DNA, alteracBes bioquimicas
e morfolégicas foram investigadas usando a citometria de fluxo e coloracdo por May-
Grinwald-Giemsa com o intuito de determinar que tipo de morte celular estaria relacionado
com a citoxicidade das substancias. Para esse fim, a citometria de fluxo utiliza um sistema
para observar células individuais obtidas a partir de uma suspensédo celular. Assim, uma
populagdo de células passa ao longo de tubos capilares, onde um sistema éptico registra o
parametro que se deseja medir e alimenta um computador com os dados obtidos. Corantes
fluorescentes especificos sdo utilizados para os componentes celulares que se deseja
observar, permitindo o uso do citbmetro de fluxo no diagnéstico das neoplasias e como uma
poderosa ferramenta para a compreensao das alteracdes celulares causadas por compostos
biologicamente ativos (SHAPIRO et al., 1995; MARINHO-FILHO et al., 2010).

Em geral, quando a morte é acionada por uma das possiveis vias de apoptose,

diferentes fatores podem agir como desencadeadores, entre eles a ligacdo de moléculas a
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receptores de membrana, fato que geralmente leva a ativacdo da via extrinseca da apoptose
ou agentes quimioterapicos, radiagdo ionizante, danos ao DNA, choque térmico, proteinas
mal enoveladas, deprivacdo de fatores de crescimento, baixa quantidades de nutrientes e
niveis aumentados de EROS, os quais costumeiramente deflagram a via intrinseca (KUMAR
et al., 2004; ZIEGLER & GROSCURTH, 2004; RICCI & ZONG, 2006). Neste caso, as
células apresentam, concomitantemente, integridade de membrana e elevadas taxas de
fragmentacdo de DNA (DENECKER et al., 2001), tal como visto apds tratamento das células
HL-60 com as substancias testes. Todos os clerodanos, além da FC, causaram
fragmentacdo de DNA, quase sempre de maneira linear & concentracdo, embora a
integridade de membrana tenha sofrido reducdo significante apenas nas maiores
concentracdes testadas e apds 12 ou 24 h de tratamento. A manutencdo da integridade de
membrana corrobora os resultados de Santos et al. (2010), que mostraram que a acao
citotéxica da Cas B, D, F e X ndo se relaciona a danos na membrana celular, uma vez que
nenhuma dessas moléculas lisou eritrécitos de camundongos até a concentragdo de 200
pg/mL. A agdo farmacoldgica evidenciada pela fragmentagéo confirma os resultados obtidos
por Carvalho et al. (1998), quando demonstraram que as casearinas G, S e T causaram
danos ao genoma eucarionte de cepas mutantes de Saccharomyces cerevisiae por
acetilacdo das moléculas de DNA.

Como caracteristica tipica da apoptose, a fragmentacéo internucleossomal de DNA
é, costumeiramente, atribuida as caspases, enzimas pertencentes a familia das cisteinas
proteases dependentes de Cat e Mgt que tem a capacidade de reconhecer e clivar
substratos que possuam residuos de aspartato (STRASSER et al., 2000). S&o conhecidas
14 caspases humanas, sendo que seis (caspases-3, -6, -7, -8, -9, -10) participam da
apoptose. De acordo com seu papel na apoptose, as caspases podem ser classificadas em
iniciadoras (-8, -9, -10) ou efetoras (-3, -6, -7) (BOATRIGHT & SALVESEN, 2003). Foi
verificado que ambas as moléculas Cas F e X, assim como o controle Dox reduziram o
ndmero de células viaveis, confirmando, assim os resultados obtidos apds avaliacdo da
integridade de membrana e aumentaram o0 surgimento de células apoptoéticas iniciais e
tardias, mostrando uma intensa ativacao catalilica das caspases iniciadoras -8 e -9 e das
caspases efetoras -3 e -7, além de interferirem no potencial transmembranico mitocondrial,
reduzindo-o. HUANG et al. (2004), ao avaliar a citoxicidade de outros clerodanos
diterpénicos, as caseamembrinas (A a F), em células PC-3, revelaram que a
caseamembrina C € a mais ativa entre os seis diterpenos (CI50 de 0.5 pM), sendo esse
composto capaz de ativar as capases-8 e 9, indicando, como encontrado no presente
estudo, o envolvimento das vias intrinseca e extrinseca no processo de morte celular e a
convergéncia na ativacdo da caspase-3. A reducdo do potencial mitocondrial vista apés a

exposicdo aos diterpenos clerodanicos e a FC possivelmente sugere permeabilizagdo da
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membrana mitocondrial e liberacdo de citocromo ¢, 0 qual se liga a Apaf-1 para originar a
forma cataliticamente ativa da caspase-9, que ativa a caspase-3, a mais importante caspase
efetora (KUMAR et al., 2004; ZIEGLER & GROSCURTH, 2004), uma DNAse eficaz em
clivar o DNA genémico entre nucleossomos, gerando fragmentos de 180-200 pares de base
(pb) e de degradar as proteinas do aparelho mitdtico nuclear e a laminina, o que determina a
diminuicdo do ndcleo e a picnose (HENGARTNER, 2000). Assim, através da citometria de
fluxo, conseguiu-se quantificar o DNA hipodipléide com a adicdo de Pl as células
permeabilizadas com triton X-100, onde o PI intercalou-se com o DNA e permitiu determinar
o tamanho dos fragmentos de DNA como uma maneira de discrimar entre morte celular por
apoptose (visualizado como sub-G1) e necrose (manutencdo do conteldo de DNA nuclear)
(KRYSKO et al., 2008).

A fim de confirmar o tipo de morte celular, avaliou-se a externalizagdo de PS, teste
considerado padrdo-ouro para a confirmagdo de apoptose. Células sanguineas normais
exibem assimetria fosfolipidica, com predominancia de fosfatidilcolina e esfingomielina na
parte externa da membrana plasmatica e fosfatidiletanolamina e PS na parte interna
(KUMAR et al., 2004). Células apoptéticas mostram perda dessa assimetria aumentando a
externalizacdo de PS, como visto apés o tratamento de células HL-60 com a Cas F e Cas X,
embora, neste caso, tenha ocorrido somente ap6s 24 h de incubacédo. Entédo, a PS pode ser
detectada usando anexina V, uma proteina ligante de Ca2+ de 35 kDa com grande afinidade
pela PS (VERMES et al., 1995).

Durante a apoptose, h4 um espago separando a positividade para a PS e para o 7-
AAD engquanto ambos 0s eventos coincidem nas células necroticas, fato visto nos gréficos
tipo dotplot apés tratamento com as casearinas F e X (dados ndo mostrados). Além desses
achados, alteracdes morfoldgicas indicativas de morte celular por apoptose (cariorréxis,
rarefacdo e retracdo nucleares e extensa formacdo de vacuolos no citoplasma) foram
facilmente visualizadas por microscopia Optica nas células HL-60 tratadas com as
substancias testes, especialmente apds 12 h de exposicdo. JA a desintegracdo da
membrana plasmatica foi uma particularidade tipicamente encontrada apds 24 h de
incubacao, corroborando os resultados encontrados por citometria de fluxo ap6s marcacao
com Pl ou 7-AAD, sugerindo efeitos dose-dependentes condizentes com apoptose tardia ou
necrose secundaria. O Pl ou 7-AAD entram nas células somente ap0s a membrana
plasmética se tornar permeével e nos estagios finais de morte nenhuma das caspases
efetoras (-3, -6 e -7) costuma ser encontrada na sua forma ativa, sendo, portanto, muito
comum medir a integridade de membrana e a agdo catalitica das caspases para diferenciar

entre necrose primaria e secundaria (DARZYNKIEWICZ et al.,, 1992; DENECKER et al.,
2001; KRYSKO et al., 2008).
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Os efeitos observados nas doses mais baixas dos compostos ou nos menores
tempos de exposi¢cdo foram, portanto, a fragmentacdo de DNA, despolarizacdo mitocondrial,
ativacdo de caspases e externalizacdo de PS na auséncia de desintegracdo de membrana,
todas caracteristicas tipicas de apoptose (VERMES et al, 1995, MACFARLANE &
WILLIAMS, 2004; ZIEGLER & GROSCRURTH, 2004). Com o aumento da concentracao,
alteracBes sugestivas de necrose como perda da integridade de membrana, excessiva
ativacdo de caspases e aumento de fluorescéncia no vermelho, correspondendo a um maior
aumento da entrada de Pl ou 7-AAD nas células e sua ligacdo as bases do DNA tornaram-
se evidentes (KRYSKO et al., 2008). O achado de formas de morte celular com
caracteristicas de necrose e apoptose, como foi visto, principalmente, no maior tempo de
incubacdo com as substancias, ndo sdo incomuns apds estimulos nocivos. Sob tais
condicdes, a severidade e ndo a especificidade do estimulo determina a forma seletiva pela
qual a morte se expressa. Se as caracteristicas necroticas predominam, ocorre lesao inicial
da membrana plasmética ao invés de reduc@o no tamanho da célula (KRYSKO et al., 2008).
Assim, depedendo da concentracdo estipulada, diferentes processos podem ser
influenciados e/ou alterados, mostrando que a regulacdo dose-dependente dos processos
celulares reflete a sinalizacdo ativada por moléculas bioativas, como visto em COSTA et al.
(2008).

A necrose secundaria ocorre quando as células apoptéticas perdem a capacidade
em manter a producdo de ATP ou em controlar o estresse oxidativo (SCHEINICHEN et al.,
2003; KRYSKO et al.,, 2008). Varios farmacos utilizados na clinica como as antraciclinas,
epipodofilotoxinas, agentes alquilantes e camptotecinas e a terapia por radiacdo geram
EROs seguido da despolarizacdo da membrana mitocondrial (CONKLIN, 2004). Com esse
propdsito, as células HL-60 foram incubadas com as substancias testes para determinar o
potencial de inducdo das mesmas na formacéo de EROs, revelando incapacidade para tanto
e excluindo o papel de radicais livres como uma das vias responsaveis pela morte celular.

Apesar da vantagem fisiol6gica que os farmacos antineoplasicos possuem em matar
as células tumorais por apoptose, devido ao reconhecimento especifico gracas a
externalizacdo de PS e remocdo macrofagica, prevenindo eventuais danos teciduais
resultantes da lise celular in situ, (VERMES et al., 1995; GRIMSLEY & RAVICHANDRAM et
al., 2003), a maior parte dos agentes quimioterapicos em uso e em estudos de fase clinica
interferem com a replicacdo e a formacgéo do fuso mitético (FISCHER et al., 2004; CRAGG &
NEWMAN, 2005; SRIVASTAVA et al, 2005). Dentre todas as substéncias estudadas,
apenas a Cas X e a FC foram capazes de interferir na progressao do ciclo e favorecer o
acumulo de células na fase Go/Gi ap0s 24 h de incubagédo. ZHANG et al. (2005) demonstrou
que alguns diterpenos cauranicos promovem toxicidade celular pelo aumento do nimero de

células na fase Gi e, consequentemente, uma reducgdo significativa na propor¢do de células
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nas fases S e G2 (semelhante aos resultados encontrados com a Cas X e a FC), 0 que
indica que esses diterpenos inibem a replicacdo do DNA na fase de transicdo G”S.

E sabido que a durac&o do ciclo varia muito de acordo com o tipo celular. As células
de mamifero em cultivo, por exemplo, apresentam a fase Gt (Gap) com duragdo de,
aproximadamente, 5 h, a fase S ocorre em 7 h, enquanto as fases G2 e M ocorrem em 3 e |
h, respectivamente. Os periodos S, G2 e M sao relativamente constantes para a maioria dos
tipos celulares, sendo G! o periodo que mais varia, podendo durar dias, meses ou anos
dependendo da dorméncia em Go (REHEN, 2007). O fato do ciclo celular durar, em média,
16 h pode ser uma das razdes plausiveis para a parada do ciclo causado pela Cas X e pela
FC ter sido detectada somente ap6s 24 h e ndo mostrar diferenca significante nos periodos
mais curtos (6 e 12 h). Por outro lado, a Dox causou acumulo na fase de sintese do DNA ja
nas 12 h de exposi¢cdo. O mecanismo de a¢do da Dox (Adriamycin®, Rubex®, Doxil®) néo
esta completamente elucidado, mas é bem conhecida sua capacidade de intercalagdo entre
dois pares de bases do DNA, bloqueando a replicacdo e sua atividade inibitoria sobre a
topoisomerase I, uma enzima importante para o desenrolamento da DNA antes da
transcricdo génica (MOMPARLER et al.,, 1976; FORNARI et al., 1994), atividades estas que
explicam o seu uso clinico no tratamento de canceres hematoldgicos, de bexiga, estbmago,
figado, testiculo, ovario e mama (WEISS, 1992). Testes de ensaio de relaxamento do DNA
mostraram que o mecanismo antiproliferativo da Cas X ndo parece depender de uma acao
inibitéria sobre a a enzima topoisomerase |, uma vez que ndo houve alteracbes no estado
topolégico do DNA apds incubacdo de células HL-60 em concentracbes até cinco vezes
maior (7.5 pM) que o valor da CI50 (FERREIRA, 2007)

A progressao apropriada ao longo do ciclo celular é monitorada por pontos de
checagem (checkpointsj que correspondem as etapas de transicdo GVS e G2M para
detectar defeitos durante a sintese de DNA e a segrega¢do cromossomica, respectivamente
(MALUMBRES & BARBACID, 2009). Assim, o dano celular pode causar a parada do ciclo
na fase Gt para permitir que o sistema de reparo atue antes da passagem para a préxima
fase. Essa passagem (Gi  S) é regulada pela fosforilagdo da proteina Retinoblastoma (Rb)
por quinases dependentes de ciclinas (Cyclin-Dependent Kinases, CDKs), principalmente,
apés a formacdo dos complexos ciclina D-CDK4 e ciclina D-CDK6. Em seu estado
hipofosforilado, a Rb liga-se com e inibe a transcricdo do fator de transcrigdo E2F. O
complexo de ciclina D-CDK fosforila a Rb, a qual libera o E2F, permitindo ao mesmo atuar
na ativacdo de genes e expressao de proteinas (ciclina E) necessarios para entrar na fase S
(HARBOUR et al., 1999; MALUMBRES & BARBACID, 2009). Assim, é provavel que a
parada do ciclo celular causada pela Cas X e FC esteja relacionada & presencga de possiveis
alteracdes percebidas na sintese de DNA pela maquinaria de reparo, uma vez que agentes

exogenos e enddgenos (como produtos quimicos, radiagdo ionizante, compostos resultantes
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do metabolismo celular e terapia) causam parada do ciclo e inibicdo de CDKs devido a acédo
genotoxica que possuem. Certamente, a atuacdo do maquinario enzimarico de reparo nao
conseguiu corrigir o excessivo dano ao DNA ou os defeitos cromossdmicos, levando as
células leucémicas a morte por apoptose.

Fundamentado no uso de tumores experimentais para a identificacdo de substancias
com potencial antitumoral, a atividade in vivo da FC foi avaliada usando camundongos
Swiss transplantados com o tumor S-180. Animais de laboratorio representam um poderoso
sistema experimental para a compreensdo da intricada patogénese do céncer em seres
humanos, uma vez que a maioria dos conceitos de tumorigénese atualmente aceitos foi
fortemente influenciada por modelos de desenvolvimento de cancer em camundongos.
Esses organismos sdo modelos acessiveis, proliferos, com periodo de gestacdo curto, de
facil domesticacdo e manutencdo e possuem sistemas, 6rgdos e genes semelhantes aos
nossos. Logo, o camundongo se tornou o mamifero mais usado na experimentacdo animal
(ANDRADE et al., 2002; RANGARAJAN & WEINBERG, 2003).

O Sarcoma 180 é um tumor murino e uma das linhagens celulares mais usadas na
pesquisa por produtos naturais com atividade antineoplasica (ITOKAWA et al.,, 1990;
BEZERRA et al., 2008; MAGALHAES et al., 2010). SCHABEL et al. (1977) demonstrou que
o melhor resultado desses fatores depende do procedimento do tratamento, que devera ser
comecado até 48 h apds o transplante. Neste periodo, as células tumorais ja teriam iniciado
a formacdo do nédulo tumoral. Baseando-se nesse achados, optou-se pelo inicio do
tratamento com a FC 24 h apds a administracdo do inGculo de células cancerosas. Como
determinado pelos ensaios in vitro usando o método do Alamar Blue®, através do qual se
mostrou a atividade citotoxica in vitro da FC e das moléculas diterpénicas sobre a cultura
priméria de S-180, os estudos in vivo também revelaram potencial antiproliferativo da FC
nas doses de 10 e 25 mg/kg/dia i.p. e 50 mg/kg/dia oral, com taxas de reducdo do
crescimento tumoral de 35.8, 86.2 e 53.7 %, respectivamente. Resultados muito
semelhantes foram obtidos com o composto Cas X previamente isolado da FC, o qual foi
capaz de diminuir o tumor experimental em cerca de 90 % quando aplicado na dose de 25
mg/kg/dia i.p. durante 8 dias (FERREIRA, 2007). A regressao total de tumores nos animais,
a reducdo no crescimento dos tumores sensiveis ao composto e/ou o aumento da
expectativa de vida durante o tratamento, comparado com 0s animais ndo tratados sao
fatores diretamente relacionados & atividade antitumoral (SCHABEL et al., 1977).

Diante desses achados, é notéria a maior atividade anitumoral via i.p. da FC.
Parametros farmacocinéticos podem alterar a agdo da FC quando administrada oralmente,
ja que a absorcdo de substancias é governada por diversos fatores como a area de
superficie absortiva, tempo de transito, fluxo sangiiineo e pelo pH gastrico e intestinal

(barreiras de absorcdo), além do metabolismo hepético pelo qual normalmente toda
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substancia exégena sofre ao entrar na corrente sanguinea (efeitos de primeira passagem)
(UNDEVIA et al, 2005). E possivel que a acidez estomacal cause hidrélise &cida e
consequente abertura do anel diacetdlico, levando a mudangas estruturais dos clerodanos
diterpénicos (WILLIAMS et al., 2007), um indicio razoavel para explicar a diminuicdo ou
perda da atividade bioldgica da FC via oral. Embora um vasto nimero de farmacos
citotéxicos, como o 5-FU e a Dox, sejam extensivamente usados intravenosamente, o
tratamento se torna muito caro devido aos custos com hospitalizacdo. Portanto, o
desenvolvimento de novos e efetivos agentes citotdxicos orais sao objetos de enorme
interesse sdcio-econdmico (ISMAEL et al., 2008).

Investigagbes prévias com o extrato etandlico das folhas de C. sylvestris na dose de
100 mg/kg/dia revelaram uma potente atividade antitumoral em camundongos
transplantados com S-180, com inibicdo de 87 % ou até de 98 % do crescimento tumoral
guando a atividade bioldgica responsavel foi concentrada no extrato (ITOKAWA et al.,
1990), valores esses bem proximos aos obtidos no presente trabalho. O estudo bioguiado
de ITOKAWA et al. (1990) culminou na purificagdo de seis novos clerodanos diterpénicos
para a época (casearinas A, B, C, D, E e F), os quais confirmaram a excelente bioatividade
quando testadas na dose de 15 mg/kg/dia, sendo a casearina C a de maior potencialidade
antitumoral. Subsequentemente, Almeida (2000) mostrou que o extrato alcodlico das folhas
de C. sylvestris era capaz de inibir o crescimento do tumor experimental Erlich e agir como
um antiinflamatério quando administrado na dose de 300 mg/kg/dia. Mais recentemente, DA
SILVA et al. (2009) publicaram um artigo que relata sobre o potencial quimioterapico de dois
compostos derivados do acido galico extraidos das folhas, o 3,5-dimetéxi-galato de isobutila
(Isobutyl Gallate-3,5-Dimethyl Ether - IGDE) e o 3,5-dimetoxi-galato de metila (Methyl
Gallate-3,5-Dimethyl Ether - MGDE), os quais diminuiram o volume tumoral em,
aproximadamente, 80 e 60 %, respectivamente, em camundongos transplantados com
células tumorais de Lewis (neoplasma sélido de origem pulmonar) e ambos aumentaram a
sobrevida em torno de 90 % no grupo inoculado com o sarcoma ascitico de Ehrlich, embora
o derivado IGDE tenha apresentado uma atividade quimioterapica mais eficaz que o MGDE
ao prolongar a vida média dos animais em doses mais baixas. Durante o crescimento desse
sarcoma, o0 nivel da atividade das células natural killer esplénicas diminui drasticamente, um
fator importante para a proliferacdo e estabelecimento do céancer, j& que elas em conjunto
com a producdo de citocinas (interleucina-2 e interferon-y) inibem o crescimento desse
modelo murino (VALADARES et al., 2003). Além disso, o interferon-y regula a resposta
imune do hospedeiro favorecendo a fagocitose das células tumorais pelos macréfagos
(YAMAMOTO et al.,, 1995). O potencial anticAncer desses dois derivados galicos parece

estar relacionado justamente a ativacdo do sistema imunoldgico como resultado da elevacéo

-122-



da atividade das células natural killer nos camundongos transplantados com o sarcoma de
Ehrlich.

Animais transplantados com S-180 morrem, geralmente, por desnutricdo, toxemia e
septicemia a partir do 15° dia ap6s a implantacdo (PEREIRA & CHAVES, 1983). De fato,
ambos os controles apresentaram uma média de 16 dias de vida e o grupo FC 25 mg/kg/dia
i.p., de 19 dias, mas o aumento de 3 dias ndo foi significante. Varios fatores podem ser
responsaveis pela incapacidade de uma substancia em prolongar a vida dos animais. Um
dos mais relatados é o aparecimento de metastases, sendo bem estabelecido que o tumor
S-180 pode metastatizar para os pulmdes quando ele estd entre a terceira e a quarta
semanas de evolugdo (SCHABEL et al., 1977), favorecendo, entdo, o surgimento de
tumores secundarios que debilitam ainda mais o organismo e interferem radicalmente na
eficacia terapéutica. Outro parametro que deve ser levado em consideracdo quando se fala
em reincidéncia tumoral é o fato de que as células tumorais frequentemente se multiplicam
mais réapido que as células formadoras dos novos capilares sanguineos, reduzindo a
densidade vascular, um processo que fica exacerbado pela desorganiza¢do da vasculatura,
irregularidade da circulacdo e compressdo dos vasos sanguineos e linfaticos pelo tumor
(HARRIS et al., 2002; PADERA et al., 2004). Estas alterac6es microambientais nos tumores
sélidos dificultam, por sua vez, a chegada de oxigénio, nutrientes e dos agentes antitumorais
as células mais distantes, justamente as células-tronco tumorais responsaveis pela
regeneracdo do tumor que, por estarem mais distantes dos vasos s&o, evidentemente,
expostas a concentragdes decrescentes da substancia (TANNOCK & ROTIN, 1989; KUMAR
et al, 2004). Além disso, existem outras razbes que interferem na quimioterapia
convencional:

a) A maioria dos farmacos anticancer age sobre células cancerosas que estdo em
alguma fase do ciclo celular. Inclusive a Cas X e a FC foram capazes de favorecer o
acumulo na fase Go/Gv Assim, células que ndo estdo proliferando ou que o fazem de forma
muito lenta escapam da acdo farmacoldgica de compostos bioativos;

b) Alguns farmacos se mostram menos ativos em microambientes com privacdo de
nutrientes ou naqueles mais acidos ou hipoxicos (TANNOCK & ROTIN, 1989). Tanto a
acidez estomacal como aquela de regides do tumor devido a baixa quantidade de oxigénio e
nutrientes, podem ter favorecido a degradacdo local da FC. Esti estabelecido que &reas
hipdxicas estimulam o desenvolvimento de resisténcia celular a radioterapia (HARRIS et al.,
2002).

¢) As propriedades fisico-quimicas, como o peso molecular, a forma, carga e a
solubilidade em &gua sdo fatores determinantes para a taxa de difusdo das substéncias

bioativas. Logo, as moléculas hidrossollveis sdo mais eficientemente difundidas na matriz
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extracelular do que as lipossolaveis, sendo os compostos diterpénicos exemplos destas
dltimas (CONNOLLY e HILL, 1991; COLEY et al., 1993).

O processo tipico para a descoberta de novas moléculas naturais costuma passar
por etapas tradicionalmente conhecidas desde a producdo de extratos (possuindo
geralmente entre 10-100 componentes), concentragdo e fracionamento até a purificacao de
uma molécula. Uma alternativa eficaz para diminuir o tempo necessario para o isolamento
do principio ativo é a selecdo de amostras fracionadas a partir do extrato (LAM, 2007).
Assim, com base em estudos anteriores (ITOKAWA et al.,, 1990; FERREIRA, 2007), apés a
determinacdo do potencial antiproliferativo in vitro e in vivo da FC (rica em diferentes
diterpenos clerodénicos), foi demonstrado a manutencédo da sua bioatividade, o aumento do
potencial citotéxico contra diferentes linhagens tumorais, inclusive contra aquelas que se
mostraram mais resistentes aos compostos clerodanicos isolados (como a linhagem K-562),
a melhora do efeito antitumoral via i.p. e oral quando comparado com a Cas X isolada
(FERREIRA, 2007) e eliminacdo das etapas finais de isolamento e caracteriza¢do estrutural
dos compostos presentes na FC. As plantas contém inUmeros constituintes que podem
apresentar efeitos sinérgicos devido a presencga de diferentes principios ativos contribuindo
para a mesma atividade (WATTENBERG, 1985), um fator que pode explicar o excelente
potencial citotoxico e antitumoral da FC. A exemplo da FC, a presenca de compostos
naturais na forma de complexos, como Ivermectin®, é um grande desafio para o
desenvolvimento de um medicamento. A ivermectina é um farmaco composto,
originalmente, por um grupo de lactonas macrociclicas (avermectinas A e B) isoladas de
Streptomyces avermectilis e muito usada como antiparasitario em animais domésticos como
um complexo porque ndo foi possivel purificar seus componentes individuais em larga
escala (CHABALA et al., 1980; BLOOMQUIST, 1996).

A andlise histoldgica dos tumores revelou areas de necrose de coagulacao alternada
com células pleomérficas em todos os grupos examinados, embora a necrose, confirmada
pela frequéncia de campos aciddfilos, tenha sido mais visualizada nos grupos tratados com
5-FU e FC 25 mg/kg/dia i.p. e FC 50 mg/kg/dia oral, provavelmente, como resultado da acéo
antitumoral das substancias administradas. Apesar da maioria dos tumores de S-180
desenvolver necrose a partir da 3a semana de implante (PEREIRA & CHAVES, 1983),
apenas uma semana de crescimento tumoral foi o bastante para o surgimento de necroses
até mesmo nos grupos controle. Esse achado pode ser explicado pelo fato de que a forma
solida do S-180 caracteriza-se por um rapido crescimento, atingindo uma média de 18 x 14 x
10 mm por volta de sete dias de transplante (SCHABEL et al., 1977), sendo, portanto, a
capacidade de oxigenacdo dos vasos sanguineos locais e daqueles em formacao
(angiogénese) ultrapassada pelo aumento da massa neoplasica (PADERA et al., 2004). A

necrose de coagulacdo que ocorre principalmente nas areas centrais do tumor é
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determinada pela desnaturagdo da maioria das proteinas celulares (inclusive as
lisossdbmicas) devido a queda acentuada no pH celular durante o processo de lesdao por
hipoxia ou isquemia. Nestes casos, o citoplasma celular se torna bastante eosinofilico e
como a maioria das enzimas autoliticas foram desnaturadas, a arquitetura tecidual é

mantida por alguns dias até digestdo e remocéao do tecido necrético por leucécitos (KUMAR

et al.,, 2004).

5.2 Toxicidade
O consumo de fitoterapicos tem aumentado tanto em paises pobres como em paises

de alto nivel s6cio-econémico como uma forma complementar de tratamento e prevencao de
doencas, especialmente daquelas consideradas cronicas, como as cardiovasculares,
neurodegenerativas, doencas auto-imunes e cénceres (WHO, 2003; BALUNAS &
KINGHORN, 2005; FERREIRA et al., 2008). Aproximadamente, 80% da populacdo mundial
depende da medicina tradicional para suas necessidades bdsicas de salde e quase 85%
dessa tradicdo envolve o uso de plantas medicinais e seus principios ativos (WHO, 2003).
Mesmo assim, a toxicidade dos vegetais ainda é quase sempre negligenciada a um segundo
plano (JUNIOR & PINTO, 2005). Uma vez que a maioria dos compostos vegetais com
atividade farmacoldgica é relativamente pouco estudada em relagdo ao potencial
toxicoldgico (JUNIOR & PINTO, 2005) e a planta C. sylvestris e extratos oriundos de suas
diferentes partes sdo cada vez mais usados pela populacdo (MAISTRO et al., 2004;
ESTEVES et al., 2005), considerou-se importante avaliar o potencial genotoxico de todos os
diterpenos clerodanicos através do ensaio do cometa in vitro e da FC usando o teste do
cometa e do micronucleo nos estudos in vivo.

Nos estudos de genotoxicidade in vitro e in vivo foram utilizadas PBMC como modelo
experimental pelo fato de serem indicadores sensiveis aos agentes genotdxicos,
apresentarem uma vida relativamente longa, circularem por todos os tecidos e serem de
facil obtencdo (ALBERTINI et al.,, 2000). As concentracdes escolhidas (0.5 e 1 pM) se
fundamentaram nos achados de que o teste do cometa deve ser realizado em condicdes
minimas de toxicidade celular, visto que a acao citiotoxica leva, inevitavelmente, a formacao
de quebras das fitas de DNA (RIBEIRO et al., 2003).

A classe de dano sofrido pelo DNA passou das classes 0 ou 1, as quais foram
extensamente mais vistas no controle negativo e na concentracdo de 0.5 pM com todos os
clerodanos, para as classes 2 e 3 nas células tratadas pela Dox e pelos compostos na
concentracdo de ! pM. Porém, dano de nivel 4 foi causado pela Cas D, F e X apenas na
concentracdo de ! pM. Essa ocorréncia de cometas sem cabe¢ca e com mais de 90% do
DNA presente na cauda (cometas da classe 4) ap0s a eletroforese € uma provavel indicacao

de efeito citotdéxico, sendo o aspecto mais indicativo de células apoptdticas dentro dos
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parametros do teste do cometa (HARTMANN & SPEIT, 1997; BACSO et al., 2000). Assim, é
provavel que os diterpenos estudados ativem vias de morte semelhante em linhagens
celulares distintas como PBMC e HL-60, embora todas as substancias tenham revelado
seletividade citotoxica para a linhagem tumoral HL-60, possuindo a Cas F um indice de
seletividade superior ao da Dox (53.4 e 44.5, respectivamente). Por outro lado, MAISTRO et
al. (2004) relataram que o extrato etandlico das folhas de C. sylvestris ndo é genotdxico para
a linhagem normal V-79 ou para hepatoma murino HCT quando testado até a concentracdo
de 2 mg/mL. Essa auséncia de genotoxicidade desse extrato, comparada aos resultados
encontrados no presente trabalho, certamente esta ligada a dois fatores de base
metodoldgica: primeiro, a acdo genotoxica foi testada com o extrato etandlico, onde o
principio ativo é, costumeiramente, diluido e quase sempre associado a outros compostos
gue podem interferir ou bloquear sua bioatividade (WATTENBERG, 1985); segundo,
MAISTRO et al. (2004) incubaram as células com o extrato somente por 2 h, tempo esse
talvez curto para causar danos ao genoma, uma vez que foi encontrada fragmentacéo de
DNA por citometria de fluxo somente apés 6 h de incubacéo.

O balancgo entre os efeitos terapéuticos e toxicoldgicos de um composto quimico €
um parametro importante quando se pretende verificar a sua aplicabilidade farmacolégica
(ANAZETTI et al., 2003). Assim, com base na RE n° 90 da ANVISA (BRASIL, 2004b),
avaliou-se o potencial genotoxico e clastogénico da FC em PBMC do sangue periférico e em
hemacias da medula Ossea através do ensaio do cometa e do microndcleo,
respectivamente, isolados de camundongos apds 30 dias consecutivos de tratamento. Os
ensaios mostraram que a dose de 10 mg/kg/dia i.p. foi a Unica que apresentou
potencialidade genotodxica in vivo dentre todas as doses testadas.

Recentemente, OLIVEIRA et al. (2009) publicaram um trabalho no qual eles sugerem
gue o extrato etandlico das folhas de C. sylvestris possui atividade antimutagénica (nas
doses de 6.25 e 12.5 mg/kg/dia) e antigenotoxica (3.13, 25 e 12.5 mg/kg/dia) contra a
ciclofosfamida. Da mesma forma, os autores relatam a protecdo ao DNA de PBMC
favorecida pela Cas F nas doses de 0.63, 1.3 e 2.5 mg/kg/dia apdés 14 dias seguidos de
tratamento, embora nenhum dos tratamentos tenha revelado reducdo dos danos ao DNA de
volta ao nivel basal, enquanto em doses mais altas (50 e 75 mg/kg/dia do extrato etandlico;
3.8 mg/kg/dia da Cas F) o potencial genototoxico e clastogénico ficou evidente. Quando se
leva em consideracdo os perfis cromatogréficos do extrato etandlico e da FC, eles sao
semelhantes e com picos de retencdo maiores correspondentes 4s casearinas F e X,
mostrando que a FC e o extrato etandlico possuem um conteddo similar de clerodanos
diterpénicos.

A soma dos estudos toxicogenéticos demonstra a agdo genotdxica e clastogénica da
FC, uma vez que as quebras de fita dupla representam umas das mais severas lesdes ao
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DNA, devido a perda da continuidade cromossémica e a geracdo de fragmentos
cromossdmicos acéntricos (sem centrdbmero) que comprometem a segregacao
cromossdmica durante a mitose (KAYE et al.,, 2004). Esse fato pode estar relacionado a
formacao de eritrécitos policromaticos micronucleados na medula 6ssea dos camundongos
do grupo FC 10 mg/kg/dia i.p. Os MNs representam perda de cromatina em consequéncia
de dano cromossdmico estrutural (fragmento) ou dano no aparelho mitético, gerando
fragmentos cromossbmicos acéntricos ou cromossomos inteiros que ndo séo incluidos no
nudcleo principal durante a teléfase da mitose (FENECH, 2007). No entanto, nem todo agente
genotdxico é, necessariamente, mutagénico, pelo fato das lesdes geradas no DNA poderem
ser reparadas. Adicionalmente, esses danos ndo podem ser extrapolados a todas as células
sométicas e germinativas do ser humano, pois ndo esta claro se injarias encontradas em
células da linhagem branca do sangue refletem, fielmente, aquelas ocorridas em O6rgaos-
alvo (ALBERTINI et al., 2000; ANAZETTI et al., 2003; MATTIOLI et al., 2006). Logo, o dano
ao DNA é somente a primeira etapa do processo carcinogénico, ndo fornecendo nenhuma
informacdo sobre a poténcia dos clerodanos diterpénicos e da FC como carcin6bgenos
(MATTIOLI et al., 2008).

Agentes antineoplasicos usados atualmente na clinica séo indutores de quebras nas
fitas do DNA de células de mamiferos, como visto com os inibidores de topoisomerase |
(camptotecina) e topoisomerase Il (etoposideo) (SORTIBRAN et al., 2006) e com o 5-FU.
Este ultimo, por exemplo, € um antimetabdlito muito usado para tratar adenocarcinoma de
mama e canceres do trato gastrointestinal, de cabeca e pescog¢o gragas a sua acao inibidora
sobre a enzima timidilato sintase, entre outros mecanismos, apesar de sua atividade
clastogénica in vivo (GREM, 1997; ZUNIGA-GONZALEZ et al., 2003; NOORDHUIS et al.,
2004). Os diterpenos &cido caurendico (CAVALCANTI et al., 2006) e paclitaxel (BRANHAM
et al, 2004) também apresentam positividade para testes genotdéxicos (Cometa e
Micronucleo) realizados com células sanguineas de série branca de humanos. Assim, é
bastante provavel que a indugdo de danos ao DNA visto com todas as substéancias
estudadas (Cas B, D, F, X e FC) seja um indicio do mecanismo de acdo da citotoxicidade
tumoral.

Os testes para avaliacdo de toxicidade das substancias quimicas estdo bem
detalhados segundo os protocolos sugeridos pela OECD (1996). No Brasil, a Resolucéo
RDC n.48 e a Resolucéo - RE n. 90, publicadas em 16 de mar¢co de 2004, tratam do registro
dos medicamentos fitoterapicos e apresentam um guia para a realizacdo de estudos de
toxicidade pré-clinica de fitoterapicos, respectivamente (BRASIL, 2004a; BRASIL, 2004b).
Fundamentando-se nas recomendacdes da RE n. 90, a qual foi elaborada em conformidade

com as normas da Organizacdo Mundial de Saude, estudos de toxicidade aguda e de doses
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repetidas foram desenvolvidos para avaliar a toxicidade sistémica da FC através do
surgimento de alteracdes hematoldgicas, bioquimicas e histolégicas em 6érgédos-chave.

Para que uma planta apontada como responsavel pela intoxicagdo venha a ser
classificada como espécie toxica, sua toxicidade deve ser comprovada experimentalmente.
Esta reproducé@o experimental deve ser realizada na mesma espécie animal naturalmente
afetada ou mais préxima a ela no caso da toxicidade em seres humanos, uma vez que ha
muitas diferengas na susceptibilidade aos efeitos das plantas toxicas entre as espécies
(CHEEKE, 1998; TOKARNIA et al,, 2002; WILLIAMS et .al., 2002). Nos experimentos de
avaliacdo toxicolégica da FC, foram usados camundongos Mus musculus, uma espécie
muito aplicada em estudos de toxicidade pré-clinica para a validacdo do uso tradicional de
substancias provenientes de plantas medicinais (BEZERRA et al., 2008; FERREIRA et al.,
2009).

Assim, com base nos valores de DL50de 80.9 e 267.1 mg/kg de peso corporeo (i.p. €
oral respectivamente) da FC em camundongos, foram escolhidas as doses de 5 e 10
mg/kgdia i.p. e 10 e 20 mg/kg/dia oral para o tratatamento subcrénico dos animais por um
periodo de 30 dias consecutivos. Os valores da DL50 estdo bem abaixo dos encontrados por
Basile et al. (1990) e Esteves et al. (2005) com o extrato etandlico (> 1.842 mg/kg) e com o
6leo essencial (1.100 mg/kg) das folhas de C. sylvestris, respectivamente, mostrando que a
FC pode ser considerada moderadamente toxica, de acordo com as categorias de
toxicidade estabelecidas por Hodge & Sterner (1944), baseadas para provaveis DL50 para o
homem e que permanecem até os dias atuais.

Apoés o tratamento subcrénico com a FC, os animais anestesiados foram submetidos
a coleta de amostras de sangue periférico a partir do plexo orbital. Depois de processados,
os dados hematoldgicos revelaram que as doses i.p. causaram desde anemia severa devido
& diminuicdo no numero de hemécias, do hematdcrito e da hemoglobina até uma intensa
neutrofilia (aumento de 3.1 e 4.6) e linfocitopenia (reducéo de 1.5 e 2.2) (5 e 10 mg/kg/dia,
respectivamente). Acrescentado a isso, a dose i.p. de 25 mg/kg/dia aplicada por 7 dias
também causou neutrofilia e linfocitopenia, ao contrario do 5-FU que, além da linfocitopenia,
levou a monocitopenia e drastica neutropenia. Um quadro de leucocitose com neutrofilia,
pode ocorrer diante de infec¢des, inflamacdo imunomediada, necrose tissular e severa
hemolise (KUMAR et al., 2004). Sendo o baco o principal érgdo responsavel pela renovacgao
do sangue periférico, ele tem grande capacidade de reter e armazenar células sanguineas,
fato que costumeiramente aumenta seu volume (FREITAS et al., 1999). Porém, caso o
potencial dos macrofagos esplénicos seja ultrapassado pela demanda, o parénquima
hepético e suas células de Kupper sdo também se envolvem na renovacdo sanguinea
(SACHER & McPHERSON, 2000; KUMAR et al., 2004). Assim, é provavel que o aumento
no peso relativo do baco e do figado, a hiperplasia das células de Kupffer e a visualizacao

- 128-



de pigmentos de hemossiderina nos hemossidero6fagos apés a administragao subcrénica i.p.
da FC sejam achados diretamente relacionados & intensa renovacao celular hematoldgica, e
gue esta hepatoesplenomegalia esteja associada ao hiperesplenismo, condicdo em que
coexistem a anemia, leucopenia e trombocitopenia (KUMAR et al., 2004), embora nao tenha
sido detectada diminuicdo das plaquetas apés a administracdo da FC. Em suma, o bago dos
animais tratados com as maiores doses ndo demonstraram grandes alteracdes
morfolégicas, mas ficou evidente a congestdo da polpa vermelha com acentuada dilatagdo
dos vasos sanguineos, uma carcteristica que aponta para a involucao da polpa branca e dos
seus noédulos linfaticos (FREITAS et al., 1999), corroborando a linfocitopenia periférica e a
desorganizacao dos foliculos linféides observada no parénquima esplénico. Semelhante ao
encontrado no presente trabalho, varios farmacos anticancer causam supressao
hematoldgica e imunoldgica, como observado com o docetaxel (RINGEL & HORWITZ,
1991), metotrexato (KATZUNG et al., 2003) e o 5-FU (BEZERRA et al., 2008).

O exame dos analitos séricos revelou diversas mudancas significativas
principalmente na dose de 10 mg/kg/dia i.p. da FC, representadas pelo aumento da ALT e
diminuicdo da albumina, fosfatase alcalina, glicose e do colesterol total, este dltimo
decrescendo em ambas as doses i.p. testadas (5 e 10 mg/kg/dia), todos parametros
plasmaticos direta ou indiretamente interligados ao metabolismo hepatico. Como o principal
orgao detoxificador e metabolizador do corpo, o figado esta sujeito a danos por uma enorme
variedade de substancias quimicas farmacéuticas e ambientais. Logo, hepatotoxicidade
constitui a manifestacéo toxica mais comum (CULLEN & MILLER, 2006). As alteracdes nos
parametros sanguineos geralmente surgem somente apds significante perda da funcéo
sintética do figado (acima de 70 a 80 %) uma vez que ele possui grande capacidade de
reserva de sintese (RAMAIAH, 2007).

O figado humano normal, origem da maioria das proteinas presentes no plasma,
produz 12 g/dia de albumina. Além de outras proteinas plasméticas, os niveis de albumina
declinam regularmente quando o dano hepatocelular tem duragdo superior a 3 semanas (0
protocolo experimental adotado foi de 4 semanas de exposi¢do), depois da albumina do
sangue ter sido substancialmente eliminada do organismo, ja que sua meia-vida é de 14 a
20 dias. A capacidade de agir como um reservatorio de aminoacidos torna a albumina um
bom indicador do estado nutricional, além da sua funcdo primordial de manter a pressao
oncética (SACHER e McPHERSON, 2000). Provavelmente, a FC na dose de 10 mg/kg/dia
i.p. causou dano a ponto de interferir na capacidade sintética do figado embora outros
fatores ndo hepéticos também possam causar hipoalbuminemia, tais como a resposta
inflamatéria aguda (evidenciada pelo aumento dos leucdcitos segmentados circulantes e
também no parénquima hepético e renal), ma nutricdo (refletida na diminuicdo do peso

corporeo dos animais) e perda de albumina pela urina e pelo trato gastrointestinal.
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As enzimas AST e ALT estdo amplamente distribuidas no corpo, sendo mais abundantes no
figado devido ao papel fundamental deste 6rgéo na sintese protéica. Porém, apenas a ALT
é considerada especifica para danos hepatocelulares, apesar de ser encontrada em
guantidades menores nos rins, coracdo e musculos esqueléticos (SACHER e McPHERSON,
2000). Assim, a elevagdo (magnitude de 2x) apenas dos niveis séricos da ALT apoés
administracdo da FC 10 mg/kg/dia i.p. certamente corrobora os danos hepaticos e descarta
a hemodlise como fator resposavel pela diminuicdo dos eritrocitos e do hematdcrito do
sangue periférico, pois apesar da AST ocorrer no figado, ela é mais abundante no coragéo,
nos musculos esqueléticos e eritrocitos (SACHER e McPHERSON, 2000).

Embora seja perceptivel que danos e/ou traumas musculares resultem na elevacéo
de ambas as aminotransferases, sabe-se que a ALT aumenta menos que AST apés
injecbes intramusculares repetidas por varios dias (como estabelecido no protocolo
experimental) e retenc@o severa durante o manuseio e que em roedores, a AST mitocondrial
é a isoforma mais abudante (80 %, citoplasmatica - 20 %), o que exige formas mais severas
de dano hepético, como a necrose, para que AST se eleve de forma comparavel & ALT
(RAMAIAH, 2007). Inclusive, as andlilses histopatoldgicas reveleram a presenca desde uma
tumefacdo celular até areas de necrose focal com presenca de granuldcitos neutréfilos
polimorfonucleares principalmente nas duas maiores doses subcrdnicas estabelecidas (10
mg/kg/dia i.p. e 20 10 mg/kg/dia i.p. oral) e mesmo apesar destas alteraces morfoldgicas,
as vezes, associada a desorganizacdo dos cordfes de hepatdcitos, o que indica morte
celular seguida de regeneracdo, a manutengdo dos niveis normais de AST sugere um dano
hepético moderado.

No presente estudo foi verificado que ambas as doses da FC aplicadas
intraperitonealmente (5 e 10 mg/kg/dia) foram capazes de diminuir a concentracéo sérica de
colesterol (29,2 e 25,1%, respectivamente) e o nivel de glicemia (10 mg/kg/dia, reducdo de
30.2 %). Do ponto vista terapéutico, a hipocolesterolemia sanguinea associada a diminuicéo
dos niveis de glicose é um achado desejavel, sugerindo um possivel papel na reducdo da
incidéncia de arteriosclerose, diabetes e de complicagbes relacionadas a sindrome
metabolica (MONTEIRO & CONDE, 1999; SANTOS et al., 2006). Recentemente, estudos
relataram que tanto o tratamento agudo com o extrato metanélico (SCHOENFELDER et al.,
2008) quanto o tratamento subcrbnico via oral por 28 dias com o extrato hidroalcéolico
(WERLE et al., 2009) das folhas de C. sylvestris foi capaz de reduzir a concentragéo sérica
de triglicerideos. Uma vez que o colesterol é sintetizado principalmente no figado a partir de
acetil-CoA é mais provavel que a reducao dos niveis séricos de colesterol seja mais um
indicio da hepatoxicidade causada pela FC (RAMAIAH, 2007), como evidenciado pela
reducdo de albumina, o aumento de ALT e as alteracbes microscopicas (esteatose

microvesicular, tumefacdo celular, focos inflamatérios, necrose focal). Embora a glicemia
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seja diretamente influenciada pelos niveis de insulina liberados das células p pancredticas, o
metabolismo de carboidratos (principalmente do glicogénio) é grandemente controlado pelo
figado. Assim, nos casos de dano hepético, como encontrado ap6s administracdo da FC, a
hipoglicemia pode resultar da incapacidade dos hepat6citos remanescentes em gerar
glicose por glicogendlise (SACHER & McPHERSON, 2000).

Um dos principais mecanismos envolvidos com a esteatose & a inibicdo da p-
oxidacdo de &cidos graxos de cadeia longa, como acontece quando ha intenso dano
hepéatico (ORTIZ DE MONTELLANO E DE VOSS, 2002; WILLIAMS et al., 2002). Por outro
lado, metabdlitos formados a partir do metabolismo hepatico podem evocar resposta
inflamatéria (KUMAR et al., 2004), tal qual como vista no figado dos animais tratados com
as doses de 5 e 10 mg/kg/dia i.p. e 20 mg/kg/dia oral, sugerindo a ativacdo do sistema
imunoldgico e regeneracdo tecidual. Assim, a acdo combinada da inibicdo da p-oxidacao e
aumento da geracdo de EROS liberadas por neutréfilos e macréfagos resultam em
peroxidagdo lipidica e representam um importante mecanismo de hepatotoxicidade. De
gualguer modo, mesmo lesBes hepéticas substanciais ocorridas na presenca de
xenobidticos (como o 5-FU) sdo potencialmente reversiveis desde que a arquitetura do
tecido conjuntivo se mantenha integra e capaz de favorecer a regeneragédo hepatocelular, ao
ponto que mesmo apés a morte de 50 % dos hepatécitos por lesdo aguda, caso a matriz
extracelular e seus componentes estejam intactos, I6bulos hepaticos inteiros podem se
regenerar (KUMAR et al., 2004; MAGALHAES et al., 2010).

Uma vez que houve queda dos niveis séricos de albumina no grupo FC 10 mg/kg/dia
i.p., seria possivel uma diminuicdo da BUN como resultado da hipoalbuminemia e perda de
peso. A BUN dos grupos experimentais se manteve semelhante ao controle provavelmente
por haver menor excre¢do renal de uréia naqueles grupos, conservando, assim, 0s niveis
séricos de uréia dentro de valores normais. Embora diversos sinais de toxicidade renal
tenham sido encontrados nos animais tratados (extensas areas de necrose com colecdes de
granuldcitos neutréfilos polimorfonucleares consistentes com abscesso, focos de necrose do
epitélio tubular e tumefacdo celular do epitélio dos tdbulos proximais e distais), as
determinacfes de BUN realizadas simultaneamente com as de creatinina reforcaram que a
acdo nefrotdéxica da FC é moderada e ndo afeta a funcionalidade normal da capacidade
excretatora renal. A insuficiéncia renal € a causa mais comum de uremia, resultando em
comprometimento da excrecdo devido & agdo de compostos nefrotoxicos. A uréia retida na
urina pode se difundir por refluxo para a corrente sangiinea (SACHER & McPHERSON,
2000). No entanto, muitos néfrons podem ser perdidos sem que 0s rins percam sua
capacidade de excretar os debris nitrogenados devido a grande margem de seguranca do

mesmo. Se a perda ocorre lentamente, os rins podem hipertrofiar e contrabalancar a perda
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de até 2/3 do total de néfrons (KUMAR et al., 2004). Mas isso ndo ocorreu, ja que nao houve
aumento do peso relativo dos rins dos animais pertencentes aos grupos experimentais.

Outros sinais de toxicidade sistémica sdo observados a partir da reducdo na massa
corporal dos animais do grupo experimental (BARDOCZ et al., 1996). Os animais tratados
com a FC 5 e 10 mg/kg/dia i.p. (estudos de toxicidade subcrénica) apresentaram diminuicao
no ganho de peso apés 7 dias de tratamento assim como visto na dose de 25 mg/kg/dia
usada no tratamento antitumoral e na analise de sobrevida, com o controle positivo 5-FU e
com a dose subcrénica de 20 mg/kg/dia via oral. Embora a reducdo da massa tumoral
associada com a perda minima de peso ap6s 2 semanas de tratatamento (ndo mais que 10
%) sejam indicativos de uma janela terapétuca aceitavel para farmacos anticancer em
humanos (KAMB, 2005), compostos que apresentam toxicidade sistémica severa e que
favorecerem intensa reducdo do peso, como o 5-FU, sdo, costumeiramente, utilizados na
clinica (ZUNIGA-GONZALEZ et al., 2003). A perda de peso é um dos efeitos colaterais mais
comuns apos algumas sessdes de quimioterapia, uma vez que as células da mucosa
intestinal também sdo alvos inespecificos do farmaco antineoplasico, favorecendo o
surgimento vomito e diarréia (KATZUNG et al, 2003), esta Ultima percebida apds a
administracdo i.p. da FC 25 mg/kg/dia (a partir da 3a aplicacdo) e 10 mg/kg/dia (a partir do 6a
dose). E bem conhecido que a mucosa do trato gastrointestinal possui (por grama de tecido)
maior quantidade de fostatase alcalina que o figado. Assim, o consumo de comida deve ser
levado em consideracdo na interpretacdo dos valores da fostatase alcalina (RAMAIAH,
2007), especialmente porque os estudos toxicoldgicos evidenciaram diminuicdo qualitativa
na ingestao de agua e ragdo e no peso corpéreo dos animais concomitante com a reducéo
sérica de fostatase alcalina nas duas maoires doses utilizadas, sugerindo que o conjunto de
achados sintomaticos e laboratoriais (diarréia, diminuicdo dos niveis séricos de fostatase
alcalina e do peso, aumento do estdmago) indica certa toxicidade também para o aparelho
digestivo, principalmente quando se leva em consideracdo que os terpenos em geral sdo
moléculas pequenas rapidamente absorvidas pelo epitélio intestinal devido & alta
lipossolubilidade (CONNOLLY & HILL, 1991), podendo levar & reducdo na ingestdo de
alimentos (DZIBA et al., 2006) ao agirem como fatores antinutricionais (BARDOCZ et al,,
1996).

O aumento do estdbmago dos animais tratados via oral por gavagem, tanto nos
experimentos da avaliacdo antitumoral (50 mg/kg/dia) quanto da toxicidade subcrdnica (10 e
20 mg/kg/dia) ndo teve representatividade traduzida em alteracdes microscopicas, fato até
certo ponto esperado, pois analises mostram a presenca de terpenos envolvidos ha
atividade protetora da mucosa estomacal (SERTIE et al., 2000). Mais recentemente,
comprovou-se que a FC (15.5 mg/kg/dia) e as casearinas B, D, O e X (1.68 mg/kg/dia) estdo
diretamente envolvidas nessa propriedade de prote¢cdo da mucosa (FAPESP-UNESP-USP,
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2003), confirmando estudos anteriores sobre o potencial antiulcerogénico das folhas de C.
sylvestris e a baixa toxicidade do extrato etandlico das mesmas, quando observou-se que
doses 2.5 vezes maiores (143.9 mg/kg/dia de peso corpéreo) que a dose efetiva como
antiulcerogénica (57.5 mg/kg) ndo alteraram parametros fisioldgicos importantes (consumo
de 4gua e racdo, 0 ganho de peso corporeo e o peso relativo de 6rgaos-chave) apos 30 dias
consecutivos de administracéo oral do extrato (BASILE et al., 1990).

Além das alteracBes hematoldgicas e bioquimicas e da reducao do desenvolvimento
ponderai, a toxicidade sistémica se manifestou através das alteracdes de comportamento,
como apatia e redugdo nos consumos de 4gua e racdo e do peso relativo dos 6rgdos, mais
presentes nos grupos tratados via i.p. Estd bem estabelecido que o consumo de substancias
que contenham componentes toxicos pode refletir em alteracdes no peso relativo dos
diferentes 6rgaos através do aumento ou involucdo dos mesmos (BARDOCZ et al., 1996;
FERREIRA et al., 2007, 2009; MAGALHAES et al., 2010). Dos 6rgéos dissecados a partir
dos animais do estudo subcrénico, o Unico 6rgdo que apresentou involugdo foi o coragao. A
cardiotoxicidade evidenciada pela reducdo do coragdo ndo foi corroborada pelas andlises
histolégicas, uma vez que o coracdo dos animais tratados apresentou detalhes histolégicos
muito similares ao controle. As alteracdes cardiacas histolégicas e ultra-estruturais
causadas por antineoplasicos incluem reacao inflamatdria, necrose de midcitos, fibrose
intersticial, perda de miofibrilas, edema mitocondrial e vacuolizagdo, como visto apos
tratamento de leucemia linféide aguda (LLA) com antraciclinas (daunorrubicina,
doxorrubicina, idarrubicina e epirrubicina) (WEISS, 1992). Apesar da mucosite e
mielossupressdo consistirem nos efeitos colaterais mais relatados do 5-FU, ele também
causa cardiotoxicidade e eventos cardiovasculares subitos, incluindo isquemia miocérdica,
arritmias ventriculares e morte subita (MCLACHLAN et al., 1994; BEZERRA et al., 2008).

A toxicidade induzida pelos farmacos ou as reacbes adversas sdo as principais
causas da retirada de medicamentos do mercado. Entre 1975 e 1999, 16 das 45 drogas
aprovadas foram retiradas do mercado por razbes de seguranca e 22 % (10 das 45) foram
hepatotoxicas (LASSER et al., 2002). Olson et al. (2002) mostraram que 72% dos sintomas
e/ou sinais de toxicidade de drogas em humanos podem ser delineados e visualizados em
animais de laboratério. As correlagbes entre homem-animal de laboratério se mostraram
mais altas para o sistema cardiovascular, gastrointestinal e para alteragbes hematologicas.
Por outro lado, a hipersensibilidade, as reagbes cutdaneas e a hepatotoxicidade
apresentaram os menores indices de correlacdo. Diferencas qualitativas e quantitativas
entre as espécies na regulacdo e expressdao de atividade funcional dos processos de
absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADMET), particularmente o
metabolismo mediado pelas enzimas P-450 monooxigenases de fungdo mista, dificultam a

extrapolacdo ao seres humanos dos dados obtidos com animais. Assim, as injurias
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hepéticas sdo a causa mais comum da retirada de drogas do mercado, uma vez que a

maioria destas injurias sdo pouco previsiveis e compreendidas (WILLIAMS et .al., 2002).
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CONCLUSAO

—————



6 - CONCLUSAO

Dentre as substancias estudadas (Cas B, D, F e X e a FC), a Caseargrevina F e a
Casearina X apresentaram maior atividade antiproliferativa in vitro, indugcdo de morte celular
ativada por vias intrinsecas e extrinsecas da apoptose e maior seletividade citotoxica para
células tumoras. A FC, cuja composicdo majoritaria é representada pela Cas X, inibiu
consideravelmente o crescimento tumoral in vivo quando aplicada via i.p. (86.2 %) e oral

(53.7 %) e exibiu toxicidade reversivelmente moderada representada por mielossupressao,

genotoxicidade, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade.
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Casearin X, Its Degradation Product and Other Clerodane Diterpenes from
Leaves of Casearia sylvestris: Evalnation of Cytotoxicity against Normal and
Tumor Human Cells

by André Gonzaga dos Santos '), Paulo Micliel Pinheiro Ferreiral’), Gerardo Magela Vieira Junior’),
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An EtOH extracl of the leaves of Casearia sylvestris afforded new clerodane diterpene, casearin X,
together with the known compounds casearins B, D, L, and O. and caseargrcwiin F. Casearin X degraded
to the corresponding dialdehyde when stored in CDCI3. 'l he diterpenes isolated were cytotoxic to human
cancer cell lines, with caseargrewiin F being Ihe most active and the new clerodane, casearin X, the
second active compound with ICM values comparable to the positive control doxorubicin. All isolated
diterpenes showed lower aclivities against normal human cells than against cancer cell lines, which might
indicate a possible selective action on cancer cells. Casearin X dialdehyde was not cytotoxic to cancer
cells indicating that the occurrence of these CO groups at C(18) and C(I9) is incompatible with the
cytotoxic activity.

Introduction. — Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae), commonly known as
guagatonga, is widely dislributed in the form of a shrub or tree throughout South
America, but especially within the Atlantic and Amazon forests and the Cerrado
biomes of Brazil [1]. The plant is of considerable scientific interest by virtue of its
extensive use in popular and traditional medicine for the treatment of snake bites and
in wound healing, and also as an anti-ulcer, anti-pyretic, and topical anliseptic [2] [3],
Phannacological sludies on leaf extracts of C. sylvestris have confirmed anti-
ulcerogenic [4][5], anti-inflammatory [6], antivenom [7][8], and cytotoxic activities
[9] [ 10]. Additionally, no significant toxicological effects have been observed following
oral administration of EtOH extracts of C. sylvestris leaves to animais [4], and no
genotoxicity was detecled when such extracts were assayed against hepatoma tissue
culture (HTC) and lung libroblast V-79 cells [11].

Phytochemical investigations of various species of Casearia have revealed the
presence of a series of oxygenated tricyclic cz.v-clerodane diterpenes in which the
tetrahydrofuran ring bears two acyloxy groups at C(18) and C(19) [12-21]. Such
compounds are reporledly unslable under acidic conditions and readily degrade to
form the corresponding dialdehyde [16], The casearins A-T, isolated from the leaves

© 2010 Verlag Hclvcticu Chirnica Ada AG, Zurich
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of C. sylvestris, represent a group of diterpenes of this type that are cytotoxic to V-79
cells in transgenic Chinese hamsters, 180A sarcoma cells implanted into rats, and
mutant slrains of Saccharomyces cerevisiae [9] [10][17], A nnmber of related
diterpenes, the casearvestrins A-C, have been isolated from the leaves and branches
of C. sylvestris and found to exhibil anli-fungal activity against Aspergillus niger and
cytotoxicity against human oral epidermoid carcinoma KB cell lines [18], whilst the
roots of the same plant contain a similar type of diterpene with trypanosomicidal
properlies [19]. Moreover, less complex clerodane diterpenes, such as (+)-15-hydroxy-
3-cleroden-2-one and (-)-hardwickiic acid [20], have been identified in the leaves of C.
sylvestris. These compounds differ from the casearins with respect to the pattern of
oxygenation and also in Ihe configuration of the AIB ring junction, and between the
Me(17) and Me(20) groups. It thus appears that C. sylvestris can biosynthesize both cis-
and rram-clerodane diterpenoids. a characteristic that is common to various other
species including Adelanthus lindenbergianus (Adelhantaceae) and Grangea mader-
aspatana (Asteraceae) [22] [23],

In Ihe present article, we reporl on the isolation of five casearins (including Ihe new
casearin X (1)) and of caseargrewiin F (6) from the EtOH extracts of the leaves of C.
sylvestris, and on the formation of the degradalion product of casearin X, 7. The
structures of the compounds were determined from spectrometric data and by
comparison with spectral Information available in the lileralure. The cytotoxicities of
these compounds against human cancer and normal cell lines are also reported.

15

Rl R2 R3 R4
Casearin X (1)) PrCO2 PrcO2 OH H
Casearin B (2)1) MeO  AcO AcO Prco2
Casearin D (3)1) OH PrcO2 OH Prco?
Casearin L (4)’) MeO PrCO2 AcO OH
Casearin O (5)1) MeO PrCO2 AcO Prco2

Caseargrewiin F (6)1) PrCO2 AcO OH H

Results and Discussion. - Isolation and Structure Determination. Fraclionation of
lhe EtOH extract of the leaves of C. sylvestris by solid-phase extraction (SPE) from
silica gel/activated charcoal, followed by normal-phase low pressure column chroma-
tography (LPCC) over silica gel and preparative reversed-phase (Cks) 1IPLC, allowed
the purification of a new clerodane diterpene (1) together with the known compounds

2-6 [9][10][21J.

) Arbitrary numbering. For systematic names, see Exper. Pari.
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Compound 1, obtained as a white powder, was submitted to high-resolution time-of-
flight-electrospray ionizalion mass spectrometry (HR-TOF-ESI-MS) in the positive-
ion mode and exhibited [A/+ Na]+ and [A7+K]+ ions with masses 555.2931 and
571.2659, respectively, that were consistent with the values 555.2928 and 571.2668,
respectively, calculated on the basis of an empirical formula of C3H~OX for the
molecular ion. The BC-NMR of 1 presented 30 signals that were similar to those
reported for other casearins [9] [10] [17] [20]. A broad band in the IR at 3490 cm’,
together with 13C- and 'H-NMR signals at <5(C) 72.9 (C(6)")) and d(H) 4.16 (r<7,J=
11.0, 5.0; H-C(6)), respectively, indicated Ihe presence of a HO-CH group in the
molecule. Similarly, an IR absorbance at 1752 cm | and 13Csignals al 6(C) 170.0, 173.3,
and 1734 suggested lhe presence of one AcO and two butanoale ester groups,
respectively (Table 1). The absorplion band at 235 nm in lhe UV spectrum is
characteristic of a conjugated diene in Ihe side chain of lhe casearins 19] [10] [17] [20],
the presence of which was confirmed from signals observed in the olefinic region of the
‘H-NMR showing cis/trans coupling of the CH2 H-atoms of a terminal monosubstituted
C=C bond (<5(H) 5.11 (r/,7=11.0, Ha-C(15)"j), 5.24 (</, J= 17.0, Hb-C(15))) with the
vicinal H-atom (8(H) 6.79 (dd,J=17.0, 11.0, H-C(14))), and a signal at O(H) 5.62 (d,
7=09.0, H-C(12)) which could be attributed to the H-atom attached to a trisubstituted
C=C bond of a conjugated diene. The partial structure formed by the side chain linked
at C(9) was confirmed from lhe observed HM13C correlalions between H-C(l I) and
C(12), H-C(12) and C(13)/C(16), H-C(14) and C(16), H-C(15) and C(13), and
Me(16) and C(13), together with the COSY correlalions shown in the Figure. The (Z)-
configuration of the C=C bond al C(12) was deterrnined on the basis of the nuclear
Over/wz/ser (NOESY) effect observed between Me(16) and H—C(12).

Cosy
HMBC

Figure. Selected HMBC and COSY correlalions observed for 11)

The signals of the O-bearing CH groups at 6(C) 97.3 (C(18)) and 99.2 (C(19)), and
of the two H-aloms at <5(H) 7.14 (s, H—-C(19)) and 7.43 (z, 7= 1.5, H—C(18)) indicated
the exislence of a diacelal system in the C ring. Moreover, HMBCs (Figure) between
H-C(18) and lhe CO group of one bulanoate group (0(C) 173.4), and between
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Table 1 "H- and "C-NMR Data for Compounds 1 and 71)

Casearin X (1)) Casearin X dialdehyde (7))
<5(C) <5(H) (mulliplicity, J [Hz]) o) 6(H) (multiplicity,7 [Hz])
! 276 () 2.04-2.08 (??7?), 2.10-2.14 (m) 268 (?) n.d.c)
2 67.4 (d) 571 (2, 7=4.5) 64.9 (4) 5.05-5.19 (?7?)
3 121.6 (</) 6.32 (4, 7=4.5) 123.7 (4) 6.95-6.97 (?7)
4 147.8 (.i) 147.4 (y)
5 54.8 (.s) 56.2 ()
6 72.9 (4) 4.16 (44,7=11.0,5.0) 72.3 (4) 3.74 (44,7=11.5,5.5)
7 381 (?) 1.86-1.94 (?7?) 370 (?) nd.
8 37.0 (4) nd. 39.9 (4) nd.
9 38.6 (s) 38.3 (5)
10 37.7 (4) 274 (44.7=13.5, 3.5) 36.4 (4) 2.31-2.34 (7))
1 30.0 (?)  1.88-1.94 (??9), 301 (?) 1.59-1.64 (?77)
2.47 (44,7 = 16.0, 9.0)
12 128.4 (4) 5.62 (4.7=9.0) 1243 (4) 5.46-5.49 (?77)
13 134.0 (v) 135.1 (y)
14 134.4 (4) 6.79 (44,7 =170, 11.0) 1335 (4) 6.59 (44.7=17.0, 11.0)
15 1146 (?) 511 (4,7 = 11.0), 1144 (?)  5.07 (4,7=11.0),
524 (4.7=17.0) 5.16 (4,7=17.0)
16 20.7 (<) 1.82 (y) 203 (2)) 177 (V)
17 161 (q) 0.86 (4,7=7.5) 15.8 (/) 0.90 (4. 7=7.5)
18 97.3 (4) 7.43 (2,7=15) 195.7 (4) 9.92 (4, 7=2.0)
19 99.2 (4) 7.14(5) 202.6 (4) 9.38 (v)
20 255 (<o) 0.85 () 256 (<?) 0.84 (s)
MeCO2-C(19) 22.0 (<)) 2.03 (v)
170.0 (y)
C3H7CO2-C{ 18) 138 (?)) 0.82 (r,7=17.5) 136 (</) 0.92 (?,7=7.0)
189 (?)  1.55-1.64 (777 182 (?)  1.58-1.62 (277
36.7 (?) 2.28-2.32 (77?) 36.2 (?) 226 (?,7=7.0)
173.4 (y) 176.6 (s)

cdiico? c(2) 140 (?1) 087 (. 7=7.4)
192 (?)  1.55-1.64 (77
367 (?) 2.16-2.20 (7))

1733 (y)

") Spectra were colleeted in (D5)pyridine. *') Spectra were collected in CDC1>. v) n.d. =nnol determined.

H—C(19) and the CO group of an AcO group (6(C) 170.0) defined the positions of
these substituents. The second butanoate group was altached to the C-atom displaying
a signalat O(C) 67.4 (C(2)).

The relative configurations at the eight slereogenic centers were determined from
'm'C-NMR spectral data, 'H-NMR coupling constanls, and the results of NOE and
NOESYexperiments. The cz.v-configuralion of the A/B ring junction was deduced from
the Chemical shift (0(C) 25.5) of the Me(20) group in accordance with previous reports
[15][24][25]. The Chemical shifts of C(5) and C(10) (<5(C) 54.8 and 37.7, resp.) were
similar to those described for the casearins and analogous compounds [9][10][26J.
Moreover, the values of the coupling constanls (7=3.5 and 13.5 Hz.) of lhe doublet of
doublets al 6(H) 2.74 suggested that H-C(10) was in axial orientation. Finally, nuclear
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Overhauser (NOESY) effects between H-C(1O) and H-C(12), and H—-C(1J) and
H-C(19), indicated a similar orienlation for the side chain at C(9).

In general, c/.s-clerodane diterpenes lhat are not substituted at positions C(7), C(8),
C(10), C(II), and C(12) exhibit Chemical shifts around 0(C) 15.0 and 26.0 for the
Me(17) and Me(20) groups, respeclively, in the trans configuration [13] [26-28], and
values of ¢<7. 6(C) 16.0 and 18.0, respeclively, for Me(17) and Me(20) groups in the eis
configuration [20] [21] [28-30]. Casearins substituted at C(7) present Chemical shifts
for the Me(17) and Me(20) groups of ca. 0(C) 11.0 and 26.0, respectively, which are
most likely caused by the y shielding effect of Ihe O-bearing subsliluenl at C(7)
[9] [10]. Casearvestrins are not substituted at C(7), which explains the Chemical shift
value of 6(C) 15.6 reported for C(17) [18]. In Ihe case of 1, which has no substituent at
C(7), thesignals at d(C) 16.1 and 25.5 (associated with lhe Me(17) and Me(20) groups,
resp.) indicate a trans relationship between Me(17) and Me(20).

The Chemical shift of 6(C) 67.4 for Ihe O-bearing H-C(2) group, and the coupling
constant observed for the allylic H-atom H —-C(2) (0(H) 5.71, /. 7=4.5), are consistent
with a /l-/zseziilo-equatorial orienlation of H-C(2) [13] [19][26], Furthermore, lhe
observed nuclear Overhauser (NOESY) effects between H—C(2) and H/;—C(l) (0(H)
2.10-2.14 (/1?)), and H-C(6) and Hz—C(l), suggest that these H-atoms possess lhe
same /"-orienlation. The 1,2-diaxial coupling of H—C(6) with CH2(7). implied by the
value of the coupling constant (11.0 Hz) for H-C(6), confirms the a-equatorial
position of the OH group. The observed homoallylic coupling (s7) between H-C(18)
(6(H) 743 (/, 7=1.5)) and H-C(2) requires that the jr-orbitals of the C=C bond
overlap with the Lv orbitais of the H-atoms thus implying a /3-orientation for H-C(18)
[12]. Finally, Ihe nuclear Overhauser effect between H-C(18) and H-C(19) confirms
lhe a-orientation of the butanoate group at C(18) and the AcO group at C(19).

The I'C-NMR data (recorded in (DJpyridine) for 2 (C3|Hj.|O|0), 3 (CrH~OY), 4
(CjyH-"Qy), 5 (C"H"Om), and 6 (C2SH.InOK) were comparable with those previously
determined in CDC1} [9][10)[21]. Additional speclral data (UV, IR, HR-MS,
'H-NMR, HMQC, HMBC, COSY, and NOESY) confirme