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RESUMO

A quimioprevencdo do cancer € definida como o uso de produtos naturais ou sintéticos
para atrasar, bloquear ou reverter o processo de carcinogénese. Produtos naturais apresentam
uma diversidade de estruturas quimicas que servem de modelo para o desenvolvimento de
novos principios ativos antitumorais e quimiopreventivos. Alcaloides guanidinicos presentes
nas folhas de Pterogyne nitens apresentam atividade antitumoral e foram selecionados para os
ensaios. O acido gdlico foi escolhido como modelo e seus derivados tiveram atividade
quimiopreventiva descrita por ser produto natural antioxidante presente nas folhas de
Alchornea glandulosa. Uma colec¢ao de 70 substincias foi classificada em 6 grupos de acordo
com sua estrutura. Derivados de &cidos fendlicos, alcaloides guanidinicos, fenamatos,
carvonas, xantonas, flavonas e chalconas preniladas foram avaliadas em ensaios de
citotoxicidade por SRB em células MCF-7 e MDA-MB-231, e a atividade quimiopreventiva
por meio de inducdo da enzima quinona-redutase (NQO1) em células Hepa 1c1c7, inibicdo in
vitro de aromatase (CYP19), inibicdo de NF-kB ativado por TNFa e inibi¢do da producdo de
NO em células RAW 264.7 estimuladas por LPS. Além disso, alcaloides guanidinicos
nitensidina A (NTA), nitensidina B (NTB) e nitensidina T (NTT) foram avaliados pelo ensaio
de MTT e a indugdo de apoptose por coloracdo com Hoechst 33342 e iodeto de propidio,
ambos em células HepG2. A genotoxicidade do dcido gdlico (GA) e galato de metila (G1) foi
avaliada em células HepG2 pelo ensaio do cometa. GA e G1 apresentaram inibi¢do de NF-xB
(CIsp = 19,8 uM e 12,1 uM, respectivamente), sendo que GA provocou quebras de DNA
significantes (P < 0,05) nas concentragdes de 12 uM e 40 uM verificados pelo ensaio do
cometa. Galato de propila (G3) e galato de butila (G4) inibiram a producao de NO (Clsp = 7,9
uM e 2,0 uM, respectivamente). Galato de butila e galato de pentila (GS) inibiram CYP19 em
aproximadamente 60% a 90 uM, permitindo uma relacio estrutura-atividade. As substancais

andlogas do 4cido fenamico AB4 e ABS apresentaram inibicdo de NF-xB a 50 uM (73,0% e



72,6%, respectivamente). O andlogo de xantona X9 apresentou inducdo de enzima NQOI
(CD =41,0 uM). Os andlogos da (+)-carvona (C+) apresentaram inibi¢do de NF-xB a 50 uM,
exceto a (—)-hidroxidiidrocarvona (H-) que ndo inibiu o fator de transcri¢do. Os alacaloides
guanidinicos NTA e NTB foram citotdxicos em todos os modelos celulares (Clso = 2,6 uM e
3,2 uM em HepG?2, respectivamente), e o andlogo NTT apresentou inducdo de NQOI1 de
maneira bifuncional (CD = 11,7 uM). NTA e NTB inibiram CYP19 (67,0% e 68,2%,
respectivamente), demontrando que a presenga do nitrogénio guanidinico € essencial para essa
atividade. O alcaloide NTB induz apoptose tardia em células HepG2 apds 24 h de tratamento
(P < 0,05). A 6-hidroxiflavona (6Fla) induziu enzima NQO1 (CD = 6,5 uM) e a pedalitina
(PED) inibiu CYP19 (ClIsp = 0,3 uM). A 2-O-isoprenilchalcona (20ICh) apresentou inducio
de NQOI1 (CD = 1,3 uM), inibi¢do de NF-kB (Clsy = 10,8 uM) e inibi¢ao da producdo de NO
(CIso = 7,9 uM). Além disso, inibiu a expressdo de iINOS, mas ndo COX-2, no nivel de
proteina a 16,7 uM. Produtos naturais apresentam-se como uma fonte de moléculas bioativas
para quimioprevencdo do cancer. Modificacdes na estrutura molecular, como alquilagdo de
dcidos fendlicos ou prenilacio de chalconas e flavonas, sdo suficientes para aumentar a
atividade de uma substancia.

Palavras-chave: galatos de alquila, alcaloides guanidinicos, flavonas preniladas,

chalconas preniladas, quinona-redutase, NF-xB, iNOS, COX-2.



ABSTRACT

Cancer chemoprevention is defined as the use of natural or synthetic products to delay,
block or reverse the carcinogenesis process. Natural products presents a diversity of chemical
structures that serve as template for the development of new active antitumor and
chemopreventive agents. Guanidine alkaloids from the leaves of Pterogyne nitens have
antitumor activity and were selected for the assays. Gallic acid, an antioxidant natural product
present in the leaves of Alchornea glandulosa, was selected as template and its derivatives
chemopreventive activity is reported. A collection of 70 compounds were classified into six
groups according to their structure. Phenolic acid derivatives, guanidine alkaloids, fenamates,
carvones, xanthones, prenylated flavones and chalcones were evaluated in cytotoxicity assays
through SRB in MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines, and chemopreventive activity by means
of quinone-reductase (NQO1) induction in Hepa 1clc7 cell line, in vitro aromatase (CYP19)
inhibition, TNFa-activated NF-kB inhibition and NO production in LPS-stimulated RAW
264.7 cells. Guanidine alkaloids nitensidine A (NTA), nitensidine B (NTB) and nitensidine T
(NTT) were evaluated through MTT assay and apoptosis induction with Hoechst 33342 and
propidium iodide stain, both in HepG2 cell line. Genotoxicity of gallic acid (GA) and methyl
gallate (G1) was evaluated in HepG2 cells by the comet assay. GA and G1 presented NF-xB
inhibition (ICsp = 19.8 uM and 12.1 pM, respectively), and it resulted in significant (P < 0.05)
DNA strand breaks at 12 uM and 40 uM as verified by the comet assay. Propyl gallate (G3)
and butyl gallate (G4) inhibited NO production (ICsp = 7.9 uM e 2.0 uM, respectively). Butyl
gallate and pentyl gallate (GS) inhibited CYP19 in approximately 60% at 90 uM, allowing a
structure-activity relationship. Fenamic acid analogs AB4 and ABS presented NF-xB
inhibition at 50 uM (73.0% and 72.6%, respectively). Xanthone analog X9 presented NQOI1
induction (CD = 41.0 uM). (+)-carvone (C+) analogs presented NF-«xB inihibition at 50 uM,

with the exception of (—)-hidroxydihydrocarvone (H-) wich didn’t inhibited the transcription



factor. Guanidine alkaloids NTA and NTB were cytotoxic in all cell models (ICsp = 2.6 uM
and 3.2 uM in HepG2, repectively), and the NTT analog presented NQOI induction in a
bifunctional manner (CD = 11.7 uM). NTA and NTB inhibited CYP19 (67.0% and 68.2%,
respectively), showing that the presence of guanidine nitrogen is essential for this activity.
Tha alkaloids NTB induced late apoptosis in HepG?2 cells after 24 h of treatment (P < 0.05).
6-hidroxyflavone (6Fla) induced NQOI1 (CD = 6.5 uM) and pedalitin (PED) inhibited CYP19
(ICsp = 0.3 uM). The 2-O-isoprenylchalcone (20ICh) presented NQO1 induction (CD = 1.3
uM), NF-kB inhibition (ICsy = 10.8 uM) and NO production inhibition (ICsp = 7.9 uM).
Furthermore, it has inhibited iNOS expression, but not COX-2, in protein level at 16.7 uM.
Natural products are presented as a source of bioactive molecules for cancer
chemoprevention. Structural modifications, such as phenolic acid alkylation or chalcones and
flavones prenylation, are enough to raise compounds activity.

Key-words: alkyl gallates, guanidine alkaloids, prenylated flavones, prenylated chalcones,

quinone-reductase, NF-kB, iNOS, COX-2.
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TLR4 — receptor de LPS (toll-like receptor 4)

TNFa — fator de necrose tumoral a

TPCK — N-Tosil-1-fenilalanil-clorometilcetona

UACC62 — células de melanoma humano

UV — ultravioleta

VEGF — fator de crescimento vascular endotelial



CAf’fT ULO I - BIOPROSPECCAO DE PRODUTOS NATURAIS E
SINTETICOS EM MODELOS CELULARES DE CITOTOXICIDADE,
GENOTOXICIDADE, APOPTOSE E QUIMIOPREVENCAO DO CANCER
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1. INTRODUCAO
1.1. Quimioprevencao do cancer

O cancer € a terceira maior causa de morte no mundo (OMS, 2008), representando um
problema de sadde publica tanto em paises desenvolvidos como nos paises em
desenvolvimento. Dados da Organizacdo Mundial de Saide apontam 12,7 milhdes de novos
casos e 7,6 milhdes de mortes por cancer em 2008 (FERLAY et al., 2010). No Brasil, a
estimativa para o ano de 2012 € de mais de 257 mil novos casos, sendo o cancer de prostata
mais comum entre homens, e o cancer de mama mais frequente em mulheres (BRASIL,
2011).

A etiologia do cancer € variada, podendo ser classificadas como externa e interna, estando
ambas inter-relacionadas. As causas internas sdo geneticamente pré-determinadas,
ocasionadas por fatores hormonais e imunolégicos que ativam oncogenes (ALBERTS et al.,
1999). Mutac¢des pontuais provocadas por esses fatores podem resultar na troca de um
aminodcido na proteina, que consequentemente perde sua funcio original (BLUME-JENSEN
& HUNTER, 2001). A mutacdo em proteinas RAS € uma das alteracdes mais comuns
observadas em tumores humanos (MILLER & MILLER, 2011). As causas externas sao
aquelas advindas do meio ambiente, consistem de exposi¢do a fatores de risco como
poluentes, infeccdes, medicamentos, estilo de vida (p. ex.: tabagismo, alcoolismo, hdbitos
alimentares, abuso de drogas), exposicdo a radiacdo e outros fatores ocupacionais
(OLIVEIRA et al., 2007). Esses fatores atuam de maneira conjunta aumentando o risco de
desenvolvimento da carcinogénese quimica (GREENWALD et al. 1995). Como cerca de 70%
a 80% dos casos de cancer sdo de origem externa, podemos considerd-los passiveis de
prevencdao (GREENWALD et al. 1995; ALBERTS et al., 1999; PEZZUTO et al., 2005).

A quimioprevencdo do cancer consiste em usar produtos naturais, sintéticos ou biolégicos

com o objetivo de prevenir, atrasar ou reverter o processo de carcinogénese (SONG et al.
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1999; SPORN et al., 2000; REDDY et al., 2003). Diversos bioensaios foram elaborados para
prospectar e determinar os mecanismos de acdo de produtos naturais ou sintéticos (Figura 1)
(PEZZUTO et al., 2005; OYAMA et al., 2009). Essas abordagens tiveram grandes avangos
clinicos nos dltimos anos (MEYSKENS et al., 2011; WU et al., 2011). O desenho racional de
novos farmacos, baseados em estruturas de produtos naturais que ja sdo conhecidas por terem
atividade farmacoldgica potente e segura, € uma nova area importante da quimica medicinal.

A atividade de substancias fitoquimicas pode aumentar milhares de vezes com modificagdes

estruturais (SPORN, 2011).
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Figura 1: Estigios da carcinogénese quimica e ensaio de quimioprevencdo do cancer
(adaptado de MANNISTO, 1999).
1.2. Produtos naturais e sintéticos utilizados na inducio de enzimas
destoxificadoras
Produtos naurais s@o capazes de alterar o metabolismo de carcindégenos através da indugao
de enzimas microssomais envolvidas na destoxificacdo do organismo. A carcinogénese,

portanto, pode ser evitada por uma série de substancias de diferentes classes como
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flavonodides, chalconas, cumarinas, tiocarbamatos, antioxidantes fendlicos e isotiocianatos,
dentre outras (DINKOVA-KOSTOVA et al., 1999; MIRANDA et al., 2000; FAHEY et al.,
2002). A propriedade comum entre essas substancias € elevar a atividade destoxificadora por
um aumento na sintese e/ou diminuicao da degradacdo das enzimas (DINKOVA-KOSTOVA
et al., 2001). Dessa forma, indutores enzimdticos atuam inibindo os estdgios iniciais do
processo de carcinogénese (SEO et al., 2008).

Tanto as enzimas de fase 1 quanto as enzimas de fase 2 sdo responsiveis pela
destoxificacdo do organismo frente a carcindgenos do ambiente. Por outro lado, enzimas de
fase 1 participam do processo de producdo de espécies reativas de oxigénio e atuam na
ativacdo de carcindgenos. Uma das estratégias para a protecdo contra a carcinogénese,
utilizando produtos naturais, envolve a inibicdo de enzimas de fase 1 enquanto aumentam
enzimas de fase 2. As chamadas substancias indutoras bifuncionais s3o aquelas que induzem
enzimas de fase 1 e enzimas de fase 2. Este € o caso de hidrocarbonetos poliaromaticos
(HPA) que se ligam ao receptor de aril-hidrocarbonetos (AhR) com grande afinidade
(CUENDET et al., 2006). As substancias monofuncionais induzem seletivamente apenas as
enzimas de fase 2, ativando a regido de elemento de resposta anti-oxidante (ARE) pela via
Keap1-Nrf2. O fator de transcri¢do Nrf2 se encontra no citoplasma ligado a Keapl, que por
sua vez estd anexado ao citoesqueleto de actina. Os indutores podem romper com o complexo
Keap1-Nrf2 e, entdo, Nrf2 migra para o nicleo onde forma heterodimeros com outros fatores
de transcricdo que se ligam a regido ARE de genes de fase 2 e aceleram sua transcricao
(Figura 2) (DINKOVA-KOSTOVA et al., 2002). A reducdo de quinonas eletrofilicas pela
quinona-redutase (NQOI; E.C. 1.6.5.2) € uma importante via de destoxificacio (TALALAY

et al., 1988; GERHAUSER et al., 1997).
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Figura 2: Mecanismo de regulacio da resposta de genes de fase 2. Nrf2 fica ancorado no
citoplasma por ligacio a Keapl, que estd anexado ao citoesqueleto de actina. Indutrores
rompem o complexo Keapl-Nrf2 e, entdo, Nrf2 migra para o nicleo onde forma
heterodimeros com outros fatores de transcri¢cdo que se ligam a regides ARE de genes de fase
2 e aceleram sua transcri¢do (adaptado de DINKOVA-KOSTOVA et al., 2002).

Diversos agentes presentes na terapia anticancer foram obtidos a partir de prospeccdo de
produtos naturais de origem vegetal, microbiana e organismos marinhos (ROCHA et al. 2001;
NEWMAN & CRAGG, 2012). Outra maneira para a deteccdo de substancias
quimiopreventivas do cancer consiste em avaliar a inibicdo do fator de transcricdo NF-«xB,
responsavel pela transcricdo de genes responsaveis pela oncogénese e inibicdo da apoptose
(BALDWIN, 2001; NAKANISHI & TOI, 2005).

1.3. O fator de transcricio NF-kB e a oncogénese
A familia de proteinas do fator de transcricdo NF-kB é responsdvel pela regulacdao de

genes que codificam citocinas, receptores de citocinas, moléculas relacionadas com a
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arteriogenese, apoptose e adesdo celular que guiam o sistema imune e a resposta inflamatdria
(BARKETT et al., 1999; BALDWIN, 2001). O NF-xB pode ser ativado por diversos
estimulos, entre eles citocinas (TNFa, IL-1, IL-2, IL-6), lipopolissacarideo bacteriano (LPS),
proteinas virais, estimulantes antigénicos para os receptores de células T e B, exposicdo a luz
ultravioleta (UV), 6xido nitrico (NO), peréxido de hidrogénio e outros agentes oxidantes
(SHEHATA, 2005).

Sado conhecidos cinco membros da familia NF-kB, na forma de homodimeros ou
heterodimeros: RelA (p65), RelB, c-Rel, NF-kB1 (p50/p105) e NF-xB2 (p52/p100); que estao
relacionados por um dominio altamente conservado chamado de dominio homélogo Rel (RH)
(Figura 3). Essa regido de NF-xB possui aproximadamente 300 aminoacidos e contém a
sequéncia essencial para ligacdo ao DNA, dimerizacdo, transporte nuclear e interacdo com

outros alvos (BRASIER, 2006).

Figura 3: Estruturas dos fatores de transcricdo da familia NF-xB. Estrutura geral de duas
classes dos fatores de transcricio Rel. Todos possuem um dominio conservado de
dimerizacdo/ligacio ao DNA chamado de dominio homélogo Rel, que também tem
sequéncias para localiza¢do nuclear e ligacdo ao inibidor IkB. Proteinas de Classe I tem na
porcdo C-terminal dominios inibitérios da transcricdo (transrepressiao) contendo repeticdes de
ankyrina. A porcdo C-terminal de proteinas Rel de Classe II, por outro lado, possuem

dominios de ativagdo transcricional (transativacdo) (GILMORE, 2006).
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Em células normais, o NF-«B é encontrado principalmente no citoplasma e sua atividade é
regulada por moléculas inibitérias conhecidas como IkB, que se ligam ao dominio Rel e
impedem a translocacdo do fator de trancri¢do para o nicleo (GHOSH et al., 1998). Quando a
célula recebe o estimulo adequado, como por exemplo, o contato de TNFa com seu receptor,
o complexo de grande peso molecular IkB-quinase (IKK) é formado e entdo, IxB ¢
fosforilado em dois residuos de serina localizados na regido N-terminal. Ao ser fosforilado
pelo complexo IkB-quinase, IkB € rapidamente ubiquitinizado e consequentemente degradado
pelo complexo proteassoma 26S (ZANDI et al., 1999). Assim, NF-xB € liberado e
translocado para o nucleo, onde serd ativado pela proteina quinase A (PKA). Essa ativacao
acontece com a fosforilagdo do residuo de serina 276 na subunidade p65 do NF-kB (RelA)
(ZHONG et al., 1998). Apos ativagdo e o acumulo no niicleo, NF-kB liga-se a sitios de 10

pares de bases no DNA (sitios kB) e ocorre a transcricao de genes alvo (Figura 4).
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Figura 4: Ativacdo do NF-kB pelo TNF-a. Apds receber estimulo, ocorre a formagdo do
complexo IKK, que fosforila IkB, liberando o fator de transcricdo. IkB é posteriormente
ubiquitinizada e degradada pelo complexo proteassoma 26S. NF-kB ¢é transportado para o
nicleo, onde € fosforilado pela enzima proteina quinase A. Apds ativacdo, ocorre a
transcricao dos genes alvo.

Dessa forma, NF-kB é responsdvel pela transcricao de diversos genes anti-apoptoticos e
pré-proliferativos, tais como c-IAP1 e 2, Trafl e 2, A1/Bfl-1 e Bcl-xL (BALDWIN, 2001).
NF-kB também assume papel no controle da expressio de genes de proteinas pro-
inflamatérias como ciclooxigenase 2 (COX-2) e 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) (KIM
et al., 2006). COX-2 promove a quebra do dcido araquidonico para produzir uma série de
prostaglandinas, que sdo mediadores fundamentais na resposta inflamatéria. Dessa maneira,
elevados niveis de COX-2 causam aumento da proliferacdo celular e supressdao da apoptose,

contribuindo para a progressdao do tumor em diversos modelos (KUNDU & SURH, 2008).
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Porém, diferentes complexos NF-kB podem ser induzidos em diferentes tipos de células e
através de sinais distintos, que podem interagir de maneira também distinta com outros fatores
de transcri¢do e proteinas regulatdrias, podendo regular a expressdo de diferentes grupos de
genes (BARKETT et al., 1999; SHEHATA, 2005).

A atividade de NF-«xB se encontra desregulada em diversos tipos de cancer. NF-xB pode
estar ativado na transformagdo maligna de células mamadrias e em linhagens celulares de
carcinoma de células escamosas da cabega e pescoco (SHEHATA, 2005).

A ativagdo de NF-kB estd associada com a resisténcia do tumor a quimioterapia por
suprimir o potencial pré-apoptético dos medicamentos (SHEHATA, 2005). Células tumorais
quimioresistentes, transfectadas com IkBa super-repressora, tornam-se mais sensiveis para
entrar em apoptose quando tratadas com agente quimioterdpico em comparacgdo a células nao-
transfectadas (WANG et al., 1999). Isso demonstra que a inibi¢do da ativacdo de NF-xB
resulta no aumento da susceptibilidade de células tumorais ao efeito pré-apoptotico de agentes
anticancer. Aparentemente, o bloqueio da ativacdo de NF-xB pode alterar o equilibrio de
sobrevivéncia / morte celular em favor da apoptose (NAKANISHI & TOI, 2005).

Produtos naturais como resveratrol, miricetina e quercetina apresentam atividade anti-
inflamatéria, prote¢do contra doencas cardiovasculares e a¢do quimiopreventiva do cancer
através da inibicdo da atividade do NF-kB (KONDRATYUK et al., 2011; YANG et al.,
2011). Portanto, podem contribuir para a apoptose em células transformadas (YAMAMOTO
& GAYNOR, 2001). Diversos inibidores de NF-xB, como inibidores de proteassoma, a
isoflavona da soja (genisteina), o flavopiridol e a gliotoxina aprimoram o efeito citotéxico de
agentes anticincer (TAKADA & AGGARWAL, 2004). Também foi demonstrado que
farmacos anti-inflamatoérios esteroidais e nao-esteroidais (AINEs), bem como inibidores da
cicloxigenase 2, bloqueiam a ativacdo do NF-«xB em outros pontos dessa via (KARIN et al.,

2004). Diversos inibidores da via sinalizacdo de NF-kB possuem potencial para entrar em
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desenvolvimento clinico, uma vez que essas substdncias sdo capazes de bloquear o
crescimento tumoral por diversos mecanismos, como a inibi¢do de IKK e prevencdo da
ativacdo de NF-xB (TIEDEMANN et al., 2009; MILLER et al., 2010)

1.4. O papel da inflamacio no cancer

Sabe-se que existe uma ligacdo entre a resposta inflamatdria e o aparecimento de cancer.
Diversos produtos de genes pro-inflamatorios foram identificados por desempenharem um
papel crucial no bloqueio da apoptose, proliferacdo, angiogenese, invasdo e metdstase
(AGGARWAL et al., 2006). Nesse sentido, as enzimas COX-2 e iNOS se encontram
envolvidas na carcinogénese. A superexpressao de COX-2 € encontrada em diversos tipos de
cancer, inclusive em lesdes pré-malignas (YANG et al., 1998; ZHA et al., 2004; HARRIS,
2009). Além disso, substancias com atividade anti-inflamatdria possuem um potencial na
prevencdo e tratamento do cancer. Estd demonstrado que o uso regular de AINEs reduz
significativamente o risco de aparecimetno de cancer de prdstata, mama, cOlon e pulmao
(SCHOTTENEFELD et al., 2006; HARRIS, 2009). As prostaglandinas, produtos de COX-2,
atuam em seus respectivos receptores complementando a sobrevivéncia celular e estimulando
a angiogénese (FOSSLIEN, 2001).

Ainda nesse sentido, a enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) € expressa em cancer
de diversas origens (SINGH & GUPTA, 2011). Sua inducdo pode ocorrer em condigdes de
hipéxia pela ativagdo do elemento de resposta HIF (HRE), localizado na regido promotora
para iNOS (TENDLER et al., 2001). Seu produto, o 6xido nitrico (NO), tem sido associado ao
grau do tumor, taxa de proliferacdo e expressao de elementos associados ao desenvolvimento
do cancer (XU et al, 2002).

A expressao de iNOS também € regulada por citocinas como INFy, IL-1, TNFa e LPS
(HIBBS, 1991). O LPS se liga ao receptor TRLA4. Isso induz a dimerizacdo de TLR4 que em

consequencia recruta proteinas adaptadoras MyD88 e Mal ao complexo do receptor. Essa

30



sinalizac@o leva a ativagdo inicial das vias MAP quinase e NF-kB com consequente producdo
de TNFa, COX-2 e IL-18. Uma ativacao tardia, e independente de MyD88, leva a ativacdo de
IRF3 e 2 produgio de INFp (PALSSON-McDERMOTT & O’NEILL, 2004).

A producdo de NO ocorre pela oxidagdo de -arginina em p-citrulina catalisada por iNOS
(Figura 5) (STUEHR, 1999). Este por ser um gas, se difunde rapidamente pelos tecidos e
reage com componentes celulares, outros radicais livres e oxigénio molecular formando
nitrito, nitrato e peroxinitrito. Os efeitos de NO no organismo sdo mediados por seus
metabolitos. NO pode causar danos ao DNA pela formagdo de peroxinitrito (NO3’) e tridoxido
de dinitrogénio (N2O3). O peroxinitrito oxida o DNA e promove quebras de fita-simples
reagindo com as ligacdes fosfodiéster. O N,Os3 forma N-nitrosaminas, que entdo, alquilam o
DNA com subsequente desaminagdo e cruzamento das fitas de DNA (XU et al., 2002). De
mesmo modo NO estimula a produ¢do do VEGF no microambiente do tumor, de maneira
concentracdo-dependente, e ativa COX-2, que com a producido de prostaglandinas inibe a
apoptose e promove a angiogénese (CAHLIN et al., 2000; ICHINOE et al., 2004; SINGH &

GUPTA, 2011).

NH

k» NADP* + H,O \» 1/2 NADP* + H,O

R NOHLA L-Citrulline
Figura S: Biossintese de NO a partir de | -arginina na presenca de iNOS. iNOS produz NO

catalisando a reacdo de 5 elétrons de um nitrogénio guanidinico da -arginina (R). A oxidacao
da p-arginina em p-citrulina ocorre via duas reacdes sucessivas de monooxigenacao
produzindo N*-hidroxi- -arginina (NOHLA) como intermediério. Dois mols de oxigénio (O,)
e 1,5 mol de NADPH sao consumidos por mol de NO formado (Adaptado de STUEHR,

1999).
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1.5. Inibicao da aromatase
A terapia que visa reduzir os niveis de hormonios estrogénios ou limitar sua acdo é uma
boa estratégia para a quimioprevencdo do cancer de mama (MASTRO et al., 2007). A
aromatase (CYP19; E.C. 1.14.14.1) € uma enzima do complexo citocromo P450 que cataliza a
ultima etapa da biossintese de estrogénios. Essa enzima é responsdvel pela conversao de
hormonios andrégenos em estrégenos (Figura 6) (NJAR & BRODIE, 1999; PEZZUTO et al.,
2005). Portanto, inibidores da aromatase possuem um importante papel na prevencdo do

cancer de mama.
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Figura 6: Biossintese de estradiol e estradiona a partir de testosterona e androstenediona,
respectivamente, pela enzima aromatase (CYP19). Trés moles de oxigénio molecular sdo
consumidos e trés moles de NADPH sdo necessarios para converter um mol do C;9 andrégeno
em C;g estrogeno, resultando na eliminacdo do 4cido férmico e aromatizacdo do anel A

(adaptado de PEZZUTO et al., 2005).
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Produtos naturais e drogas sintéticas que sdo inibidores da aromatase podem ser
classificados de acordo com sua estrutura, como esteroidais ou ndo-esteroidais. Algumas
substancias nio esteroidais possuem um dtomo de nitrogénio que € capaz de promover uma
reacio de coordenacdo com o ferro heme do citocromo P450 (SERALINI & MOSLEMI,
2001). Entretanto, outras substincias nao esteroidais, como flavondides e demais
fitoestrogenos, também apresentam uma potente inibicdo da enzima CYP19. Tais substancias
sdo capazes de inibir a atividade da aromatase devido a estrutura planar com elétrons ©
disponiveis que coordenam com grupamento heme do citocromo P450 (JEONG et al., 1999;
POUGET et al., 2002; LINARES et al., 2004; MORIARTY et al., 2006; MAITI et al., 2007).

1.6. Morte celular — apoptose e necrose

A apoptose é uma forma de morte celular rigorosamente controlada, de maneira que
complementa o ciclo e crescimento celular. E desencadeada por excesso ou falta de estimulos
de crescimento celular, proliferacdo e até mesmo dano celular. Portanto, a apoptose é de
fundamental importancia para o controle do crescimento de 6rgios e tecidos € na manuten¢ao
da vida (BRAS et al., 2005). A perda no controle dos mecanismos de apoptose é uma das
caracteristicas de células tumorais e quimioresisténcia (HANAHAN et al., 2011).

Existem diversas classificacdes para o processo de morte celular programada. A maioria
delas envolve observacao da célula quanto ao fendtipo nuclear, organizacdo do citoesqueleto e
alteracdo de organelas. Em nivel molecular, a liberacao de citocromo ¢ pela mitocondria, que
forma complexos com fatores de ativacdo de apoptose e procaspase 9, forma o apoptossomo,
responsdvel pelo inicio da morte celular controlada (BRAS et al., 2005).

A célula em apoptose caracteriza-se por uma diminuicdo no tamanho, fragmentacdo do
DNA e condensa¢do da cromatina, levando ao aparecimento de niicleo picnético, formacdo de
vacuolos autofigicos, dilatacdo de organelas citoplasméticas como mitocdndria e complexo

de Golgi. Isso demonstra que a mitocOndria estd ligada em coordenar os sinais de morte
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celular. Por fim, ocorre uma desintegracdo controlada da membrana formando os corpos
apoptéticos (BRAS et al., 2005).

Outro evento intracelular caracteristico da apoptose € a ativacao de enzimas conhecidas
como caspases. Dentro desse contexto, a mitocondria desempenha um papel fundamental na
apoptose (GREEN et al., 2004). A ativacdo das enzimas efetoras, as caspases 3 e 7, sdo
responsaveis pela liberacdo de fatores indutores de apoptose pela mitocondria. Além disso,
amplificam o sinal de morte inicial, contribuindo para uma maior liberacao de citocromo c e
como consequéncia, a perda do potencial de membrana da mitocondria € uma das

caracteristicas da apoptose. (LAKHANI et al., 2006) (Figura 7).

Figura 7: Representacdo esquemadtica da via de morte celular por caspase 3 e 7
(KURIBAY ASHI et al., 2006).
Por outro lado, o processo causado por um estimulo intenso que resulta na perda de

controle por parte da célula, na rdpida interrupcdo dos processos de manutencdo da
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integridade celular, no rompimento da membrana plasmadtica, na destruicdo do citoplasma e,
como consequéncia, na morte celular, € chamado de necrose (BRAS et al., 2005).

Corantes fluorescentes como a bisbenzidina Hoechst 33342 (HO) que possuem a
caracteristica de emitir fluorescéncia quando se ligam ao DNA, sdo usados para determinar a
concentragdo de DNA e corar nucleos. O HO € permeavel nas membranas celulares e se une a
ligacdes adenina-timina, sendo utilizado na avaliacio de ciclo celular, apoptose e
quantificacdo de células vidveis. Este corante é usado apds tratamento de células com
substancias indutoras de apoptose (KIECHLE et al., 2003). Ele € rapidamente absorvido pelas
células durante as fases iniciais da apoptose, enquanto que a membrana citoplasmadtica integra
permanece impermedvel a outros corantes, como iodeto de propidio (IP). Fases tardias da
apoptose apresentam corpos apoptéticos e sdo acompanhadas pelo aumento da
permeabilidade da membrana celular, o que permite a entrada de IP nas células. Desta forma,
a combinagdo do HO e IP € utilizada para a diferenciacdo dos estdgios de apoptose precoce,
apoptose tardia e necrose, quando observados em microscopia de fluorescéncia.

Também, adiciona-se o corante diacetato de fluoresceina (DAF) que marca células com
membrana celular intacta, marcando o citoplasma. Assim sendo, um ensaio de trés espectros
coloridos diferentes. As células sdo avaliadas de acordo com a coloragdo e morfologia.
Células vidveis apresentam citoplasma verde e nicleo azul intacto; Células em apoptose
precoce apresentam nucleo azul condensado e fragmentado; células em apoptose tardia
apresentam nucleo vermelho condensado e fragmentado; e células em necrose apresentam
nucleo intacto vermelho (HASHIMOTO et al., 2003).

1.7. Genotoxicidade

Danos causados ao DNA por mutagénicos ambientais podem ser nocivos para diversos

organismos, incluindo seres humanos. O actimulo de mutagdes estd relacionado com o

desenvolvimento da maioria dos tumores malignos e doencas degenerativas, 0 mesmo ocorre
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com a idade e com algumas anomalias genéticas (CUZZOCREA et al., 2001; MIGLIORE et
al.,, 2002). A fim de prevenir o risco genotdxico, € pertinente tanto identificar os agentes
mutagénicos e diminuir a exposi¢cdo a eles, bem como aumentar a exposi¢do a agentes
antigenotoxicos (NOGUEIRA et al, 2006; JEONG et al., 2006). Desta maneira, ao
avaliarmos substancias isoladas ou sintéticas, cujo mecanismo de acdo ainda é desconhecido,
faz-se necessdrio avaliar o potencial genotéxico, buscando melhor caracterizar tais
mecanismos.

O ensaio do cometa pertence a classe de testes indicadores, pois € capaz de detectar danos
de DNA que podem futuramente originar mutagdes. Em relacdo a outros ensaios de
genotoxicidade, as vantagens deste teste incluem: sua aplicabilidade a vérios tecidos e/ou
tipos celulares; a grande sensibilidade em detectar pequenos niveis de danos no DNA; utiliza
um pequeno nimero de células por amostra; facil execucdo; o curto tempo necessario para
completar um experimento e obter resultados; e o seu relativo baixo custo (TICE et al., 2000).

Em sua forma mais simples, o ensaio do cometa se baseia na adicdo de células a uma
lamina recoberta por agarose. Entio, ocorre lise das células e membranas nucleares por meio
de uma solucdo, e o DNA exposto € submetido a uma eletroforese alcalina. Por fim, o DNA ¢
observado por microscopia de fluorescéncia apds a coloracdo das células (Figura 8).
Resumidamente, o DNA migra porque contém quebras que podem sofrer arraste, e esses

danos aumentam frente a exposic¢ao a agentes genotoxicos (MOLLER, 2005).

Figura 8: Imagens dos cometas em células HepG2 ampliadas 200x. DNA marcado com
brometo de etidio. Quanto maior o dano genotdxico, maior serd o arraste do DNA no gel e
consequentemente, maior serd a “‘cauda” do cometa.

Ainda, o ensaio cometa pode ser utilizado para avaliar danos genéticos in vitro em cultura
de linfécitos ou em células de hepatocarcinoma humano metabolicamente ativas (HepG2) ou
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adicionando fracOes microssomais as células ndo competentes para a metabolizacdo
(MERSCH-SUDERMANN et al.,, 2004). Pelo ensaio cometa pode-se avaliar o potencial
genotoxico de produtos naturais ou sintéticos.

1.8. Bioprospeccao

A prospec¢do de moléculas ativas baseada em bioensaios (bioprospec¢do) visa encontrar
novos principios ativos, € complementar estudos sobre a biodiversidade brasileira, com
informacdes sobre o potencial medicinal de produtos naturais (RAMESHA et al., 2011). O
Brasil apresenta a flora mais diversificada do mundo, tendo esta temdtica alcangada um ponto
de destaque (SCARANO, 2007). Por um lado, a ciéncia aumenta em quantidade e em
qualidade o conhecimento sobre da biodiversidade, e por outro, a destruicdo do habitat nos
grandes biomas brasileiros se mantém em taxas elevadas (SUFFREDINI et al., 2006;
SCARANO, 2007). O programa BIOTA-FAPESP vem contribuindo com dados para a
formulacdo de politicas publicas de protecdo ao meio ambiente e identificacio de moléculas
ativas de interesse econdmico através do programa BIOprospecTA (JOLY et al., 2010).

Entre os biomas brasileiros, a Mata Atlantica que possui exuberante vegetacdo localizada
em uma paisagem fragmentada, representando apenas 4% da drea original (MYERS et al.,
2000), sendo cerca de 10 % desta vegetacdo protegida em reservas ecolégicas no estado de
Sao Paulo (FRANCA et al., 2005).

Outro bioma importante € o Cerrado Central Brasileiro. De vegetacdo predominantemente
de savana, representa uma das maiores regidoes biogeograficas do mundo com mais de 7000
espécies nativas de plantas vasculares (HIRUMA-LIMA et al., 2006). Comumente muitas
dessas plantas sdo usadas como remédios naturais pelos moradores da regido para tratar
doencas (ALMEIDA et al., 1998; HIRUMA-LIMA et al., 2006).

Grandes cidades brasileiras estdo localizadas em dreas que eram cobertas por estas

florestas. Por estas razdes, inimeras espécies tém desaparecido desde a descoberta do Brasil,
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e continuam a desaparecer sem terem sido relatadas. Com elas, importantes informagdes
relacionadas a ecologia, farmacologia, botanica e outros campos, desapareceram
(GAZZANEDO et al., 2005).

Entre os medicamentos usados atualmente, cerca de 40% sdo de origem natural. Isso é
ainda mais relevante em alguns grupos, como o caso de medicamentos anticancer, em que
74,8% das drogas disponiveis sdo de origem natural ou derivados diretos de produtos naturais
(SAMUELLSON et al., 2009; NEWMAN & CRAGG, 2012). A pesquisa de produtos naturais
contribui para o crescimento do tratamento de doencas e € de grande importancia econdmica.
Estima-se que o mercado mundial de farmacos de origem vegetal é de US$ 12,4 bilhdes e, no
Brasil, 25% do faturamento da industria farmacéutica seja derivado de medicamentos de
origem vegetal (GARCIA, 1996). A diversidade da flora brasileira apresenta uma importante
fonte de principios ativos. Os gastos do Brasil com a importacio de matéria prima de
medicamentos pode chegar a trés bilhdes de dolares por ano. Essa dependéncia externa pode
ser superada com a pesquisa e busca de principios ativos naturais na flora brasileira
(VARANDA, 2006). Dentro desse contexto, duas plantas do cerrado ganham destaque na
busca de principios ativos naturais por serem de interesse ambiental e econdmico (BOLZANI
et al., 1999; URREA-BULLA et al., 2004).

1.9. Plantas do cerrado de interesse em bioprospeccao

1.9.1. Pterogyne nitens
Entre as espécies que correm risco de extingdo a Pterogyne nitens Tulasne (Fabaceae) que
vem apresentando uma redug@o do niimero de individuos em ocorréncia natural no Estado de
Sao Paulo (NASCIMENTO et al.,, 2006), sendo portanto, necessdria a sua conservagao
genética (SIQUEIRA et al., 1992; NASCIMENTO et al., 2006).

2 (3

P. nitens é popularmente conhecida como “amendoim-do-campo”, “amendoim-bravo”,

b3 499 &6

“balsamo”, “yvi-rard”, “cocal”, “tipa”, etc. Essa espécie arbdrea pode alcancar a altura de 5 a
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12 m e ocorre desde o Ceard até o Parand, bem como em outros paises latino-americanos tais
como Argentina, Bolivia e Paraguai (LORENZI, 2000a).

A madeira do “amendoim-bravo” € densa e de resisténcia fisica, sendo empregada na
construcdo civil (CARVALHO, 1994; COLETTI et al., 2010). Além da utilizacdo comercial,
sua madeira também € recomendada para plantios mistos em dreas degradadas e de
preservacdo permanente devido a rusticidade e rdpido crescimento de suas arvores
(BOLZANTI et al., 1995; LORENZI, 2000a). Contudo, esta espécie possui valor ornamental
muito grande, ndo somente pela beleza de suas flores, bem como de sua folhagem brilhante e
frutificacdo, que apresenta tons varidveis a medida que amadurecem, sendo recomendada para
arborizacdo de vias urbanas e rodovias e, na reposicdo de mata ciliar em locais com
inundagdes periddicas. Esta espécie habita os remanescentes do cerrado brasileiro e da mata
atlantica e encontra-se sob o risco de extingdo (NASSIF & PEREZ, 2000), fazendo parte da
lista das espécies nativas recomendadas para o programa de recomposi¢do de florestas em
areas de preservacdo permanente do Estado de Sdo Paulo (LORENZI, 2000b; NASSIF &
PEREZ, 2000; TONIN et al., 2005, REGASINI et al., 2009). Mesmo com sua importancia
econdmica, sdo relatados poucos dados na literatura que permitam fornecer informagdes para
sua conservacao e uso sustentavel (SALIS et al., 2006).

A literatura apresenta dados das aplicacdes medicinais e da constituicdo quimica de P.
nitens. Estudos etnofarmacolégicos em comunidades guaranis do nordeste da Argentina
revelam o uso das cascas do caule no tratamento do “tacho”, nome popular de Ascaris
lumbricoides (CRIVOS et al., 2007). Em trabalhos fitoquimicos anteriores, foram isolados
cinco alcaldides guanidinicos das folhas e caules de P. nitens (Figura 9), os quais mostraram
atividade citotoxica sobre linhagens mutantes de Saccharomyces cerevisiae e células Bl
auxiliadoras de ovéario de hamster chinés (CHO-Aux-B1), sugerindo uma potencial acdo

antitumoral dessas substancias (BOLZANI et al., 1995). Fra¢cdes obtidas do extrato etandlico
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de P. nitens apresentaram atividade antioxidante (VELLOSA, 2005) e antifingica. Estudos
quimicos realizados por Bolzani et al. (1995) relataram o isolamento de alcaldides
guanidinicos, flavonas e flavonois de P. nitens, purificados da fracdo butandlica e seus efeitos
sdo estudados desde entao (REGASINI et al., 2008; FERNANDES et al., 2008; REGASINI et

al., 2009).
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)\/\)\/\N)J\N/\)\/\)\ |
.

nitensidina C (NTC)

nitensidina B (NTB)

Figura 9: Estrutura quimica de alcaloides guanidinicos presentes nas folhas de P. nitens.

1.9.2. Alchornea glandulosa

Espécies do género Alchornea sdo usadas popularmente como agentes antidiarreico, anti-
inflamatério, antirreumadtico e no tratamento de lepra e de doencgas cutaneas (TONA et al.,
1998). Estudo com extratos da casca do caule de A. cordifolia revelou atividade antibacteriana
(AJALI, 2000). Outro estudo do extrato bruto das folhas de A. latifolia apresentou atividade
citotoxica em células de hepatocarcinoma humano (HepG2), adenocarcinoma mamario
(MDA-MB-231), e carcinoma epidermoide (A-431), bem como atividade antimicrobiana

(SETZER et al., 2000).
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A espécie Alchornea glandulosa Poepp. & Endl. (Euphorbiaceae) ¢ uma arvore de 10-20

£99 13

metros com caules tortuosos, e é popularmente conhecida como “tapid”, “tanheiro de folha
redonda”, “tanheiro”, “canela-raposa” ou “amor seco”, sendo encontrada nas regides sul e
sudoeste do Brasil, principalmente na Mata Atlantica e florestas ciliares (LORENZI, 2000a).
Estudo do extrato bruto de A. glandulosa apresentou atividade citotdxica em células tumorais
humanas de pulmao (NCI460), melanoma (UACC62), e mama (MCF-7), bem como atividade
antibacteriana e antifiingica (CONEGERO et al., 2003), razdo pela qual foi selecionada para
os ensaios no presente estudo. O estudo quimico revelou a presenca de substincias fendlicas
como, por exemplo, o dcido galico, constituinte do extrato metandlico (CALVO et al., 2007).
O 4cido gdlico (GA) é um metabdlito secunddrio presente em quase todos os vegetais, em
sua forma livie ou de taninos hidrolizdveis. E conhecido por apresentar atividade
antimicrobiana, anti-inflamatoria, antioxidante e propriedades citotoxicas em células de
carcinoma cervical infectadas com HPV-18 (HeLa) e fibroblastos humanos (L-132) (FIUZA
et al., 2004; KUBO et al., 2004; ARUOMA et al., 1993; KROES et al., 1992). A partir de GA

como substrato, foram preparadas outras substincias derivadas que foram avaliadas no

presente trabalho (Figura 10).
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Figura 10: Estrutura quimica do acido gdlico (GA) e ésteres derivados sintéticos.
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Figura 11: Estrutura quimica do dcido protocatecuico (PA) e ésteres derivados sintéticos.
2. OBJETIVO GERAL
Considerando as atividades de quimioprevengao do cancer e a biodiversidade como fonte
de produtos naturais bioativos, o presente estudo teve como objetivo fazer uma bioprospecgao
de substancias naturais e sinteizadas, avaliando em modelos celulares sua atividade citotoxica,
além de definir um perfil genotéxico, indugdo de apoptose e potencial quimiopreventivo pelos
ensaios de bioprospeccao dessas substancias.
2.1. Objetivos especificos
I.  Avaliar a citotoxicidade de substincias isoladas e sinteizadas através de ensaio de
MTT em linhagem HepG2 e ensaio de SRB em linhagem MCF-7 e MDA-MB-231 e
determinar a concentracao inibitdria de 50% das células (Cls).

II.  Avaliar a genotoxicidade do GA e G1 das substancias através do ensaio do cometa.
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III.  Avaliar o efeito de indugdo de apoptose de alcaldides guanidinicos (NTA e NTB) e
andlogo nitensidina T (NTT) através do ensaio de coloracdo com Hoechst 33342 e
iodeto de propidio.

IV.  Avaliar o efeito de quimioprevengao da cole¢do de substancias, através do ensaio de
inibicdo do fator de transcricdo NF-«B, inibi¢do da produgdo de nitrito, inibicao de
aromatase e inducdo de quinona-redutase.

V. Avaliar o efeito inibitério de 20ICh sobre a expressdo de produtos do fator de
transcricdo NF-kB (iNOS e COX-2) em niveis de mRNA e proteina por RT-PCR e
western blot.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Substancias avaliadas nos ensaios

As substancais foram classificadas em seis grupos distintos com base em sua estrutura:

I. Alcaloides guanidinicos e analogo sintético: Os alcaldides guanidinicos nitensidina A
(NTA) e nitensidina B (NTB) forma obtidos das folhas P. nifens por sucessivas técnicas
cromatograficas, e tiveram sua estrutura molecular identificada por técnicas espectrométricas
(REGASINI et al., 2009). A partir de NTA como protétipo, foi sintetizado o andlogo

nitensidina T (NTT) (Figura 12).

i \)\/\)\
)\/\)\ANHJJ\NH = Y

nitensidina T (NTT)

Figura 12: Estrutura quimica de nitensidina T (NTT), andlogo sintético de nitensidina A.
IL. Acidos fenélicos e derivados: Os écidos fendlicos, 4cido géilico (GA) e é4cido
protocatecuico (PA), presentes nas folhas de A. glandulosa, foram usados como modelo para

a sintese de 24 ésteres derivados (Figuras 10 e 11) (XIMENES et al., 2010).
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III. Anélogos do acido fenamico: Foram sintetizados 17 derivados do é4cido fendamico

[4cido 2-(fenilamino)benzoico] com metoxilas nas posi¢des 3, 4, 5, 3°, 4” e 5° (Figura 13)

para avaliacdo nos ensaios de quimioprevencao.
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Figura 13: Estruturas quimicas do 4cido fenamico e andlogos sintéticos.
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IV. Analogos da xantona: A xantona € conhecida por diversas atividades biologicas. A
partir dela como protétipo, foram sintetizadas 5 subtincias andlogas (Figura 14) para

avaliac@o nos ensaios de quimioprevencdo do cancer.

O OH O OH O OH
OH OH E 0 E OH
1,3-dihidroxi-6-metilxantona 1,3-dihidroxi-7-metilxantona 1,3-dihidroxi-5-metilxantona
(X1) (X2) (X3)

O OH
O OH e}
LI (LI,
(0] OH e}
1,3-dihidroxi-xantona (X7) xantona

1,3-dihidroxi-benzoxantona (X9)
Figura 14: Estruturas quimicas da xantona e andlogos sintéticos.

V: Outros produtos naturais, flavonas e chalconas preniladas: Foram obtidos para os
ensaios de quimiopreven¢do os produtos naturais: dcido oleandlico (OLE); piperina (PIP);
pedalitina (PED); umbeliferona (UMB); morina (MOR); flavona (Fla) e chalcona (Ch), um
precursor de flavonoides que ndo apresenta anel C em sua estrutura. A partir da flavona e

chalcona como protdtipos, foram sintetizados andlogos prenilados (Figura 15).
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Figura 15: Estruturas quimicas de outros produtos naturais, flavonas e chalconas

preniladas.
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O processo de obtencdo dessas substancias foi realizado nas dependéncias do Nucleo de
Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE), Departamento de
Quimica Orgéanica, Instituto de Quimica, Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita
Filho” (UNESP) sob supervisao do Dr. Luis Octdvio Regasini.

VI. Carvonas e analogos: A (+)-carvona (C+) e substancias andlogas (Figura 16) foram
fornecidas pelo Prof. Dr. André Gonzaga dos Santos do Laboratério de Farmacognosia,
Departamento de Principios Ativos Naturais e Toxicolégicos da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara — UNESP, com o intuito de verificar o efeito da quiralidade

estrutural dessas substancias nos ensaios de quimioprevencao do cancer.

QO

(+)-carvona (C+)  (-)-carvona (C-)  q,B-epoxicarvona (EP)

o) O

/é<

(+)-hidroxidiidrocarvona (—)-hidroxidiidrocarvona
(H+) (H-)

Figura 16: Estruturas quimicas da (+)-carvona (C+) e andlogos sintéticos.

Todas as substincias ficaram armazenadas como solu¢@o estoque a 10 mM em congelador
a -20 °C dissolvidas em DMSO 100% e avaliadas a 50 pM e 120 uM em meio de cultura
(concentracdo maxima de DMSO 0,5%) de acordo com os ensaios. As substancias que
apresentaram atividade maior que 70% em relacdo ao controle (DMSO 0,5%) nos ensaios de
inibicdo do NO, inibicio de NF-xB, inibicdo de CYPI9 foram testadas em diversas
concentragoes (0,01 uM — 50 uM) para determinacdo da concentracao inibitéria 50% (Clsp)
para a respectiva atividade com base na curva de concentracdo-resposta. Em paralelo a cada

ensaio de bioprospeccao foi realizado um ensaio de viabilidade celular. As substancias que
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apresentaram 50% ou mais de inibicdo do crescimento celular foram consideradas citotdxicas
e, portanto nao recomendadas para a quimioprevengdo. Nao foi verificado o grau de pureza e
estabilidade das substincias antes dos ensaios.
3.2. Cultura de células

As linhagens celulares foram cultivadas em ambiente esterilizado nos frascos de cultura de
célula utilizando meio de cultura Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado com soro fetal bovino 10% (SFB) (Cultilab,
Campinas, SP) e solucdo de antibidtico/antimicético (penicilina 100 U/mL, estreptomicina
100 pg/mL e anfotericina B 0,25 pg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 37° C em
atmosfera com CO; 5%, sem a presenca de hormdnios ou conforme especificado. As células
foram mantidas em condicdes de cultivo até se obter o niimero ideal para os ensaios e
colhidas com solugdo tripsina 0,5% (Gibco, Carlsbad, CA, EUA) em soluc¢do salina de Hank
(HBSS) (v/v). Células HepG2 (ATCC n. HB-8065) foram gentilmente cedidas pela Dra.
Dayse Maria Favero Salvadori do Depto. de Patologia da Faculdade de Medicina — UNESP,
Campus Botucatu. Células de hepatocarcinoma murino Hepa 1clc7, BP'cl e TAOcl (ATCC
n. CRL-2026; CRL-2217 e CRL-2218, respectivamente) foram gentilmente cedidas pelo Prof.
John M. Pezzuto do College of Pharmacy, University of Hawai’i at Hilo e cultivadas em meio
oMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). As linhagens de cancer mamério MCF-7 e MDA-
MB-231 (ATCC n. HTB-22 e HTB-26, respectivamente); células renais embriondrias
humanas (HEK293) transfectadas com plasmideo contendo gene relator NF-«xB/Luc,
adquiradas da comercialmente (Panomics n. RC0014) (Affymetrix, Santa Clara, CA, EUA); e
macréfagos de camundongos imortalizados com virus de leucemia (RAW 264.7) (ATCC n.
TIB-71) foram cultivadas no laboratério do Prof. Dr. John M. Pezzuto para os respectivos

ensaios.
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3.3. Citotoxicidade

3.3.1 Ensaio de MTT

Através do ensaio com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazo-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) pode-se determinar a atividade metabdlica da mitocondria e
correlacionar com as células vidveis apds tratamento com o agente quimioterdpico. Trata-se
de um ensaio colorimétrico baseado na capacidade das células vidveis reduzirem o sal de
MTT, por acdo da succinato desidrogenase mitocondrial, e formar cristais de azul de
formazana (MOSMANN, 1983).

Foram incubadas por 24 h, 100 uL da suspensdo de células HepG2 a 10° células/mL em
placas de 96-pocos. Apds a incubacdo, as células foram tratadas por 24h com as substancias
nas condicdes descritas anteriormente. Doxorrubicina (DOX) (Libbs Farmacéutica, Sao
Paulo, SP) foi usada como controle positivo (Figura 20) (Clsp em HepG2 = 5,0 + 0,3 uM).
Depois do tratamento, descartou-se o meio de cultura da placa e colocou 10 uL. de MTT, a 5
mg/mL em PBS, em cada poco. Incubou-se a placa por mais 3 h nas mesmas condi¢des de
cultivo para ocorrer a redugdo do sal. Entdo, solubilizou-se o sal de formazana com 100 pL de
isopropanol e fez-se a leitura em espectrofotdometro iMark Microplate Reader (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA) no comprimento de onda 570 nm, descontando a

absobancia a 655 nm. A estimativa de células vivas € obtida pela féormula:

v cels. vi _ A570(Teste) — A570(Branco) 100
o cets.vivas = A570(Controle) — A570(Branco)

Onde Asyy(Controle) é a média da absorbancia dos pocos com controle (DMSO 0,5%),
Asz(Branco) é a média da absorbancia dos pog¢os com branco (sem células) e Asy(Teste) € a
média da absorbancia dos pogos com a substincia testada. Foram feitos trés ensaios
independentes, com duplicatas, e calculou-se a média + erro padrao (M + SE).

3.3.2. Ensaio de SRB
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O ensaio de suforrodamina B (SRB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) consiste em um
método colorimétrico adequado para a avaliacdo da viabilidade celular baseado na marcacao
de células previamente fixadas em placas de 96-pocos (SKEHAN et al., 1990; VOIGT, 2005).

Foram incubadas uma suspensao de células MCF-7 e MDA-MB-231, a 5 x 10° células/mL
por 72 h em placas de 96-pocos (200 ulL/pogo) contendo as substincias a serem testadas.
Doxorrubicina (DOX) foi usada como controle positivo (Clsp em MCF-7 = 0,5 + 0,07 uM)
(Figura 21). Apds a incubagdo, as células foram fixadas com 4cido tricloroacético 10% (m/v)
(TCA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) por 30 minutos a 4° C. Apds a fixagdo, as placas
foram lavadas quatro vezes com dgua para a remog¢do de TCA, proteinas do soro, etc. e secas
em temperatura ambiente. Uma solu¢do de 50 pL contendo SRB 0,4% em 4cido acético 1%
foi utilizada para corar as células. Apds 30 min, o corante ndo ligado a proteinas foi removido
lavando-se as placas quatro vezes com 4cido acético 1% e secas em temperatura ambiente. O
corante nas cé€lulas foi solubilizado com 200 puL de solu¢do Tris-base 10 mM, pH 10,5
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), e apds 5 min sob agitacdo a densidade 6ptica foi medida a

570 nm. A viabilidade celular foi obtida pela férmula:

i . A570(Teste)
% células vivas = A570(Controle) x 100

Onde Aszo(Controle) é a média da absorbancia dos pocos com controle (DMSO 0,5%) e
Aszo(Teste) € a média da absorbancia dos pogos com a substancia testada. Foram feitos trés
ensaios independentes, com duplicatas, e calculou-se a média + erro padrdao (M + SE).

3.4. Ensaio do ‘“‘cometa”

O teste do cometa foi realizado segundo protocolo estabelecido anteriormente com
modificagoes (SINGH et al., 1988; TICE et al., 2000). Células HepG2 foram tratadas com
acido gélico (GA) e galato de metila (G1) em diversas concentracdes em meio de cultura sem
SFB por 24 h. Per6xido de hidrogénio 0,1 mM foi adotado como controle positivo (TM =

82,0 £ 3,6) por formar espécies reativas de oxigénio indutoras de danos ao DNA (SAVIet al.,
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2005). Ap6s tratamento, as células foram colhidas com tripsina e suspensas em 200 uL de
agarose de baixo ponto de fusdo 0,5% (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) em PBS livre de Ca*™
e Mg""(m/v). Foram adicionados 100 uL da suspensdo de células em ldminas previamente
cobertas com solucdo de agarose ponto de fusdo normal 1,5% (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA) em PBS livre de Ca™ e Mg (m/v) e cobertas com laminula. As lidminas foram
armazenadas a 4 °C por 15 min e entdo transferidas para a solugcdo de lise (NaCl 2,5 M,
EDTA 100 mM, tampao Tris-HCl 10 mM, pH 10, Triton X-100 1% e DMSO 10%) onde
foram mantidas por 12 ha 4 °C. Apds a lise, as ldminas foram lavadas com PBS e submetidas
a eletroforese alcalina (pH > 13) por 20 min (25 V, 280 mA). Entdo, as ldminas foram
neutralizadas com Tris-HCI 0,4 M (pH 7.5), fixadas com etanol absoluto e armazenadas a 4
°C para a andlise. As laminas foram coradas com brometo de etidio 20 pug/mL (Molecular
Probes, Carlsbad, CA, EUA) e observadas com filtro de 590 nm em microscépio de
fluorescéncia Eclipse 501 (Nikon, Japao) com aumento de 400x. As imagens foram capturadas
com camera digital Nikon DS-Ril-U2 (Nikon, Japdo) e analisadas com software TriTek
CometScore™ v1.5 (TriTek Corporation, Sumerduck, VA, EUA). Os dados apresentados
correspondem a média do Tail Moment (TM) de 50 nucledides + erro padrdo (M + SE)
(SCOLASTICI et al., 2008).

% DNA na cauda

Tail moment (TM) = % DNA total

X comprimento da cauda

3.5. Ensaio de apoptose (Hoechst 33342 e iodeto de propidio)

A avaliagdo de células apoptéticas e necréticas pelo método de coloracdo com Hoechst
33342 e iodeto de propidio (exclusdo por fluorocromos) foram feitas adicionando-se 10 uL de
uma solucao fluorescente (DAF 0,75 mg/mL, IP 0,25 mg/mL e HO 0,1 mg/mL em PBS) em
suspensao de 100 puL de c€lulas que foram previamente tratadas com nitesidina A, nitensidina
B e nitensidina T (NTA, NTB e NTT, respectivamente) a 15 uM por 24 h. Foi adotada DOX

a 50 uM como controle positivo por ser uma substancia amplamente utilizada na clinica, com
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atividade citotéxica em células tumorais e indutora de apoptose (Apoptose = 18,9 + 10,1% /
Necrose = 7,0 + 3,5% / Apoptose precoce = 17,3 + 11,0% / Apoptose tardia = 1,6 = 1,2%)
(CHANG et al., 2011). A reagdo foi incubada por 5 min a 37 °C e as células observadas
imediatamente apds o tratamento em microscopia de epifluorescéncia, em espectro de
absorcdo de 360 nm e 538 nm.

Uma avaliagdo qualitativa e quantitativa foi feita, estabelecendo-se a porcentagem de
células em apoptose (precoce e tardia), necrose e porcentagem de células normais, levando-se
em consideracdo a morfologia e colora¢do das células. Foram analisadas 300 células por
grupo. As células observadas foram classificadas de acordo com a cor e caracteristicas
morfolégicas em: normais (nicleo azul esférico corado pelo HO, citoplasma verde, em
espectro de absor¢do 360 nm), apoptose precoce (nicleo azul com corpos apoptéticos corado
pelo HO, citoplasma verde, em espectro de absorcio 360 nm), apoptose tardia (corpos
apoptéticos corados em vermelho, em espectro de absorcdo 538 nm) e necrdtica (nicleo
vermelho esférico corado pelo IP em espectro de absor¢do 538 nm) (HASHIMOTO et al.,
2003).

3.6. Ensaios de quimioprevencao do cancer

3.6.1. Inducao da quinona-redutase (NQOI)

Produtos naturais podem induzir a quinona-redutase (NQO1). O ensaio de inducdo da
(NQO1) constitui um método simples, para uma rapida deteccdo e avaliagdo de inducdo dessa
enzima, que destoxifica carcinégenos (enzima de fase 2), baseando-se na medida direta da
atividade da NQO1 em células de hepatoma murino (Hepa 1c1c7) cultivadas em placas com
96-pocos (PROCHASKA et al., 1992). A quinona-redutase catalisa a reducdo da menadiona
(2-metil-1,4-naftoquinona) a menadiol. Esta reacdo ¢ mediada por NADPH como doador de
elétrons. O MTT € entdo reduzido ndo enzimaticamente pelo menadiol, resultando na

formacdo de sal precipitado com cor azul (azul de formazana) que pode ser quantificado em
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leitor de absorbancia de microplacas (Figura 17) (PROCHASKA et al.,1988; FAHEY et al.,

2004).

=

f g MTT
ﬂ glicose-6-fosfato : menadiol / | (oxidado)

espontanea

MTT

(reduzido)

~ 6-fosfo-gliconato IAD menadiona

Figura 17: Principio do ensaio da quinona-redutase: glicose-6-fosfato e glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) geram NADPH continuamente. Este NADPH € usado pela NQO1
para transferir elétrons a menadiona. O menadiol entdo formado reduz espontaneamente o
MTT ao azul de formazana que pode ser medido em um amplo alcance de comprimentos de
onda (490 a 640 nm). Ambos NADPH e menadiona sdo regenerados, o que evita problemas
de deplecdo dos substratos (FAHEY et al., 2004).

A linhagem Hepa Iclc7 contém quantidades de NQOI induziveis e facilmente
mensuraveis, que fornece um confidvel sistema de deteccdo de indutores de enzimas de fase 2
(PROCHASKA et al., 1988; FAHEY et al., 2004; CUENDET et al., 2006).

Para determinar se uma substancia € considerada monofuncional ou bifuncional, pode-se
comparar a capacidade de indu¢do de uma substincia na linhagem selvagem Hepa 1clc7 com
o perfil da indu¢do em duas linhagens mutantes. A linhagem TAOc] ¢ defeituosa no receptor
Ah, enquanto a linhagem BP'cl é incapaz de translocar o complexo ligante-receptor para o
nicleo (GERHAUSER et al., 1997). Portanto, as substincias que possuem o mesmo padrio
de inducdo tanto na linhagem selvagem, quanto nas linhagens mutantes, sdo considerados
indutores monofuncionais (CUENDET et al., 2006).

3.6.2. Atividade de NQO1I

Células Hepa lclc7 foram semeadas em placas de 96-pocos (10* células/mL, 200

uL/pogo) e incubadas por 24 h antes da inducdo. Apos 48 h de inducdo com as substancias, o
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meio de cultura foi removido e as células foram permeabilizadas com 50 uL de digitonina
0,8% em EDTA 2 mM (pH 7,8) por 10 min a 37 °C. Adicionaram-se 200 uLL de uma mistura
de reacdo (Tris-HCI 25 mM, pH 7.4; glicose-6-fosfato 1 mM; menadiona 50 uM; NADPH 30
uM; FAD 5 uM; albumina sérica bovina 0,07% (m/v); MTT 0,03% (m/v); Tween-20 0,01%
(v/v) e glicose-6-fosfato desidrogenase 2 U/mL) e a absorbancia foi medida a 595 nm apds 5
min em agitacdo a temperatura ambiente (KANG et al.,2004). Uma placa foi feita em paralelo
com as substancias para se determinar a concentracdo de proteina coradas com violeta cristal
0,2% (m/v) em etanol 2% (YANG & LIU, 2009). Como controle positivo foi utilizado o
indutor 4’-bromoflavona (4’BF) (CD = 0,01 uM), por induzir enzimas destoxificadoras pela
via Keapl-Nrf2-ARE (Figura 21) (LEE et al., 2005). Reagentes foram obtidos de Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA.

A atividade especifica de NQO1 ¢é definida como nmol de sal azul de formazana formado
por mg de proteina e por min (SA). O indice de indugdo (IR) foi estabelecido pela relagao
entre as atividades especificas de células tratadas com indutores e células tratadas com o
controle de solvente (GROSS et al., 2000). Do gréfico do indice de indu¢do em fungdo da
concentragdo do indutor usado determinamos o valor da concentracio necessaria para duplicar
a atividade da enzima (CD) para as substancias que apresentaram IR >2 (KANG et al., 2004).
Algumas substancias possuem o indice de indug¢do enzimdtico muito préoximo da
concentracdo citotoxica. Para contornar esse problema, calculou-se o indice de

quimioprevencdo (CI) dessas substancias dividindo a Clsy pelo CD (FAHEY et al., 2004).

_ A595(MTT)/5 minutos
- A595(Controle)

X 3247 nmol/mg

Onde Asgs (MTT)/5 min ¢ a média de absorbancia nos pocos com substancia testada
dividido por 5, obtidas com a mistura de reacdo de MTT, Asgs (Controle) ¢ a média de

absorbancia dos pogos com substancia testada obtidas com coloragdo de violeta cristal e 3247
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nmol/mg € uma constante de proporcionalidade do violeta cristal pelo coeficiente de

degradacdo do MTT a 595 nm.

SA tratamento
" SAcontrole

Onde SA tratamento é a atividade especifica dos pocos com células tratadas com
substancia indutora e SA controle € a atividade especifica dos pocos com células que

receberam controle DMSO 0,5%.

3.6.3. Inibicao da aromatase

A avaliacdo da inibicdo da aromatase pode ser feita através de um simples e rdpido ensaio
fluorimétrico in vitro, que permite busca por substdncias ativas em extratos de plantas
orientando o fracionamento (STRESSER et al., 2000). A aromatase catalisa a redu¢do do
substrato dibenzilfluoresceina (DBF) (Figura 18) na presenca de NADPH e oxigénio,
formando fluoresceina. Entdo, a inibicdo da aromatase € quantificada medindo-se a
intensidade de luminosidade emitida pela fluoresceina em leitor de fluorescéncia de placas
(Figura 19). Portanto, quanto menor a atividade enzimitica (pouca fluoresceina formada),

maior a inibi¢do da enzima pela substancia testada.

0O
0 (S
O NADPH, 02 | ‘
CYP19 HO 0

dibenzilfluoresceina (DBF) fluoresceina

Figura 18: Conversdao do DBF em fluoresceina pela CYP19.
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glicose-6-fosfato

6-fosfo-gliconato

Figura 19: Principio do ensaio da aromatase: glicose-6-fosfato e glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) geram NADPH continuamente. Este NADPH € usado pela enzima
CYP19 para converter DBF em fluoresceina, que pode ser medida pela intensidade de
luminescéncia formada.

Em uma placa preta opaca de 384-pogos foram adicionados 3,5 pL. das substincias nas
concentragdes e controles (DMSO 0,5%) em 30 pL de solu¢do co-fator (NADP" 2,6 mM;
glicose 6-fosfato 7,6 mM; glicose 6-fosfato desidrogenase 0,8 U/mL; MgCl, 13,9 mM e BSA
I mg/mL em tampdo K,PO, 50 mM, pH 7,4). O controle negativo apresentou total atividade
da enzima (maxima luminescéncia), e no controle branco nio foi adicionada enzima (minima
luminescéncia). Naringenina (NAR) foi adotada como controle positivo (Clso = 2,0 + 0,5 uM)
por apresentar atividade estrogénica em células de cancer de mama e inibicdo da CYP19
determinada por diversos mecanismos (Figura 21) (VAN MEEUWEN et al. 2007; VAN
MEEUWEN et al. 2008). Agitou-se por cerca de 10 s e incubou-se a placa por 10 min a 37
°C, a fim de pré-aquecer o tampio e a placa. Adicionaram-se 33 pL da solu¢do de enzima-
substrato (DBF 0,8 mM; CYP19 1 nmol/mL; BSA 4 mg/mL e tampao K,PO, 50 mM, pH 7,4)
em todos os pocos, exceto no controle branco. Agitou-se a placa por 30 s e incubou-se a placa
a 37 °C para ocorrer a rea¢do de hidrélise da DBF. Ap6s 30 min, adicionaram-se 25 pL de
NaOH 2M em todos 0s pogos para parar a reagdo. Entao, colocaram-se 33 pL de solug¢do de
enzima-substrato nos pocos de controle branco e agitou-se a placa por 5 min. Incubou-se a

placa por 2 ha 37 °C antes de fazer a leitura para diminuir o ruido de fundo (ENDRINGER et
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al., 2008). Finalmente, a fluorescéncia foi medida com excitacdo a 485 nm e emissdo a 530
nm em leitor de placas fluorescentes Synergy II'™ (BioTek Instruments Inc., Vermont, USA).

A porcentagem de inibi¢do da enzima € determinada pela férmula:

Mamostra — Mbranco 0>

%% inibica =100—(
% inibicao Mcontrole — Mbranco

Onde M mnosira € @ média da fluorescéncia emitida nos pocos com amostra, Mpnc € a
média da fluorescéncia emitida nos pogos sem atividade da enzima, ou seja, 100% de
inibicdo; € M onrole € a fluorescéncia emitida nos pogcos com méaxima atividade da enzima, ou
seja, 0% de inibicdo. Reagentes obtidos de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA. DBF foi
obtida de Discovery Laboratories Inc., Totowa, NJ, EUA. A enzima recombinante CYP19 foi

obtida de BD Biosciences, Gentest, San Jose, CA, EUA.

3.6.4. Inibicao de NF-kB ativado por TNFa

Células renais embriondrias humanas (HEK293) foram usadas para monitorar alteragdes
na via NF-xB. Esta linhagem celular contém integrado ao seu cromossomo um gene de
luciferase (luc) regulado pelo fator de transcricdo NF-xB. Os fatores de transcri¢do se ligam a
regido promotora do gene [uc quando estimulados por certos agentes, como TNFa, permitindo
a transcri¢do do gene da luciferase. Em seguida, prepara-se um lisado de células e o produto
do gene [uc (enzima luciferase) reage com o substrato luciferina. Como resultado da reagao,
tem-se a formacdo de oxiluciferina e a emissdo de luz, que pode ser detectada usando um
lumindmetro (ASOLKAR et al., 2009) (Figura 20). Portanto, se NF-kB estd ativado, ocorre
alta emissdo de luz. Se sua atividade estd inibida ou reduzida, observa-se uma baixa emissao

de luz.
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Ribossomo

Lisado de células

|

Luciferase

+
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Figura 20: Principio do método para ensaio de NF-kB/Luciferase. O NF-xB se liga na
regido promotora do gene luc e promove a transcricio em mRNA de luciferase. A enzima
produzida € obtida através do lisado de células HEK sendo luciferina seu substrato. Como
resultado, detecta-se a emissdo de luz como produto da reacdo (Adaptado de PARK et al,
2002).

Células HEK293 foram cultivadas em meio com higromicina 100 pg/mL para selecdo.
Foram semeadas 10° células/mL (200 uL/poco) em placa opaca branca com 96-pocos. ApGs
48h de cultivo, as células foram tratadas com as substancias em meio sem higromicina por 6h.
Adicionaram-se 5 pL de TNFa 5 pg/mL (Calbiochem, Darmstadt, Alemanha) junto ao
tratamento para ativar o NF-kB. N-tosil-1-fenilalanil clorometilcetona (TPCK) foi adotado
como controle positivo (Clsp = 5,1 £ 1,5 uM), exibindo 98,5 + 0,5% de inibi¢ao do NF-«xB a
30 uM (Figura 21) (KONDRATYUK, et al., 2011). O inibidor do sitio serina protease TPCK
pode causar um bloqueio completo da atividade de NF-xkB. TPCK inibe o processamento das
subunidades de NF-xB e a degradacdo de IkB (MELLITIS et al., 1993). Foi demonstrado

também que o TPCK inibe replicagdo do DNA por prender o crescimento celular em Go-G; e
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assim, promover apoptose por outros estimulos citotéxicos (KIRILLOVA et al., 1999). Apds
o tratamento, o meio foi removido e as células lavadas cuidadosamente com PBS. Entio
foram adicionados 50 pL. do tampao de lise 1x (Promega, Madison, WI, EUA) em cada poco.
Agitou-se a placa por 5 min em temperatura ambiente e, entdo, foram armazenadas a -80 °C,
por 30 min para lise. Depois de lisadas as células foram descongeladas rapidamente em
banho-maria a 37 °C por 3 min e, entdo, foi feita a leitura. O lumindmetro é programado para
dispensar 25 pL. do substrato reagente em cada poco, de acordo com as especificacdes do
fabricante do Kit Luciferase Assay System (Promega, Madison, WI, EUA). Um ensaio de
citotoxicidade com SRB foi feito em paralelo nas mesmas condi¢des para avaliar viabilidade
de células HEK293. Foi medida a luminosidade de cada poco para o célculo da porcentagem

de inibi¢do de acordo com a férmula:

% inibicio = 100 Mteste x 100
o ntbleao = Mcontrole
Sendo que M.y, € a média da luminosidade dos pocos com as substancias testadas e
M conirote € @ média da luminosidade dos pocos de controle (DMSO 0,5%).

3.6.5. Inibi¢ao de NO

A concentracdo de nitrito, produto da oxidagdo do NO, foi determinada como medida
direta da producdo de NO em células RAW 264.7 estimuladas por LPS (Sigam-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA). Uma suspensio de 10* células/mL foi semeada em placa de 96-pogos (200
uL/pogo) e incubada por 24 h. O meio foi removido e substituido por DMEM sem vermelho
de fenol com SFB 2% contendo as substancias testadas por 15 min. A producdo de nitrito foi
estimulada com LPS 1 pg/mL. Apds 20 h, a concentracdo de nitrito no meio de cultura foi
medida com reagente de Griess (mistura 1:1 (v/v) de sulfanilamida 1% em H3;POs 5% e
diidrocloreto de N-(1-naftil)etilenodiamina). Nitrito de s6dio foi usado como padrdo e a
absorbancia foi medida a 540 nm (PARK et al., 2011). Como controle positivo foi adotado

N°-monometil-; -arginina (-NMMA) (CIso = 29,5 = 1,2 uM) por atuar diretamente como
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inibidor de iNOS, enzima induzida por LPS responsavel pela producdo de NO (Figura 21)
(HONG et al., 2005). Um ensaio de citotoxicidade com SRB foi feito em paralelo nas mesmas
condi¢des para avaliar viabilidade de células RAW 264.7.

3.6.6. Anadlise da expressao de iNOS e COX-2
3.6.6.1. Ensaio da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR)

Células RAW 264.7 foram cultivadas em placas de 6-pocos (10° células/mL), e tratadas
por 15 min com a substancia 20ICh e entdo estimuladas com LPS 1 pg/mL em meio DMEM
sem vermelho de fenol. Apds 6 h de tratamento, o RNA total foi extraido com reagente Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as especificacdes do fabricante, e entdo,
dissolvido em 30 uL de 4gua sem RNAse. A concentragdo e pureza do RNA foi estimada com
espectrofotometro BioSpec-nano (Shimadzu-Scientific Instruments, Columbia, MD, EUA) a
230, 260 e 280 nm. A quantidade de 0,7 pg do RNA total foi incubada com reagente de
eliminacdo de DNA gendmico a 42 °C, por 5 min. Em seguida, foi feita transcri¢do reversa
para cDNA nas condicdes de 42 °C, 15 min e 95 °C por 5 min usando o RT* First Strand Kit
C-03 (SA Biosciences, Frederick, MD, EUA) no termociclador ABI 7300 (Applied
Biosystens, Foster City, CA, EUA). A amplificacio do cDNA alvo foi feita com Power
SyBR® Green PCR Master Mix (MgCl,, dNTPs, DNA polimerase, corante SYBR Green I e
tampdo estabilizador) (Applied Biosystens, Foster City, CA, EUA) e os seguintes
oligonucletideos iniciadores (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA):

e iNOS
frente: 5’-GGAGCGAGTTGTGGATTGTC-3’
verso: 5’-GTGAGGGCTTGGCTGAGTGAG-3’
e (COX-2
frente: 5’-GAAGTCTTTGGTCTGGTGCCTG-3’
verso: 5’-GTCTGCTGGTTTGGAATAGTTGC-3’
e [-actina
frente: 5’-GCTACAGCTTCACCACCACAG-3’
verso: 5°-GGTCTTTACGGATGTCAACGTC-3’
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Ap6s desnaturacdo inicial a 94 °C por 3 min, a PCR foi conduzida em 50 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 30 s, pareamento a 57 °C por 30 s e elongacdo a 72 °C por 30 s. A
fluorescéncia foi medida apds cada ciclo e mudancas na expressdo de cada gene foram

-AACt . ~
222 normalizando os dados com a expressdo do gene controle (f-

calculadas pelo método
actina) (ZHAO et al.,, 2010). A curva de dissociacdo com a temperatura de desnaturacdo de
cada iniciador foi usada como controle de amplificacdo para cada gene. Os dados se referem a

média de trés experimentos + erro padrdo (M * SE).

3.6.6.2. Ensaio de western blot

O efeito de 20ICh nos niveis de expressdo de COX-2 e iNOS em células RAW 264.7
foram avaliados por western blot. Células foram previamente cultivadas por 24 h em placas
de 6-pocos (10° células/mL), tratadas por 15 min e entdo estimuladas com LPS 1 pug/mL por
20 h em meio DMEM sem vermelho de fenol com SFB 2%. Apés a incubagdo, as células
foram lavadas com PBS e coletadas com 50 pL de tampao de lise celular 1x (Cell Signaling
Technology, Beverly, MA, EUA) e fenilmetanosulfonil fluoreto 1,0 mM (PMSF) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As células foram colocadas no sonicador por 5 s e entdo
centrifugadas a x14.000 g e 4 °C por 10 min. O total de proteina foi avaliado com solucdo de
Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) (BRADFORD, 1976) no sobrenadante e
armazenado a -80 °C até o momento do uso. Uma quantidade de 10 pg de proteina foi
transferida em gel de eletroforese poliacrilamida-dodecil sulfato de s6dio 10% (SDS-PAGE)
(Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e aplicada corrida por 100 V por 10 min e entdo 150 V por 45
min. Apés a eletroforese, as proteinas foram transferidas eletricamente (15 V por 1 h) para
membranas de polivinilideno difluoreto (PVDF) (Pall Life Sciences, Ann Arbor, MI, EUA)
previamente ativadas com metanol 100% por 5 min.

As membranas foram lavadas trés vezes por 5 min em tampao Tris com tween-20 0,1%

(TBST) e recortadas nas bandas das proteinas iNOS (160 kDa), COX-2 (74 kDa) e B-actina

62



(45 kDa), seguindo o marcador de peso molecular (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA). As membranas foram bloqueadas com leite desnatado 5% em TBST (m/v) por 1 h em
temperatura ambiente para bloquear ligacdo de proteinas inespecificas. Depois, as membranas
foram incubadas com anticorpo policlonal de coelho correspondente (COX-2 e B-actina de
Cell Signaling Technology, Beverly, MA, EUA; iNOS de Abcam, Cambridge, MA, EUA) em
leite desnatado 3% em TBS (m/v) (1:1000-1:2000) durante a noite a 4 °C. Apds lavar trés
vezes com TBST por 5 min, as membranas foram incubadas por 2 h em temperatura ambiente
com anticorpo secunddrio conjugado com peroxidase (Cell Signaling Technology, Beverly,
MA, EUA). As membranas foram lavadas mais trés vezes com TBST e os imunocomplexos
foram observados com kit de deteccdo ECL (GE, Amersham Biosciences, Piscataway, NIJ,
EUA). As imagens foram adquiridas usando Gliance 1000 Imager (Perkin Elmer, Waltham,

MA, EUA).

OH
H Om \\\\\©/

OH O
naringenina (NAR)

q
HN HoN_NH e
Cl\I\@ \lr \/W
o _N OH

N-tosil-l-fenilalaninil clorometilcetona (TPCK) N-monometil-lI-arginina (I-NMMA)

Figura 21: Estruturas quimicas dos controles positivos adotados nos ensaios de
citotoxicidade, apoptose e quimioprevengao.
3.7. Analise estatistica
Para a andlise estatistica dos resultados obtidos nos ensaios de prospeccao (citotoxicidade,
inducdo da NQOI, inibicio de NF-xB, medida da producdo de nitrito e inibicdo da
aromatase), foi aplicado o teste de andlise de varidncia one-way (ANOVA) e pds-teste de
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Tukey. Para andlise dos resultados de genotoxicidade foi realizado teste Kruskall-Wallis e
pos-teste de Dunn entre as concentragdes testadas e controle. Para os ensaios de apoptose
(coloragdao co HO e IP), andlise de expressao de iNOS e COX-2 (RT-PCR) foi aplicado o
teste de #-Student em relacio ao controle.

Os célculos para a determinacdo da concentracdo inibitéria de 50% (Clsp) da atividade foi
feito com base na curva de concentracio-resposta pelo software TableCurve 2D™ Version 4
(Systat Software Inc., La Jolla, CA, EUA). As andlises foram feitas baseados na média de trés
experimentos # erro padrio (M + EP) com software GraphPad Prism® Version 5.01
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA) e consideradas as diferencas estatisticas quando
P <0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Atividade de acidos fenolicos e ésteres derivados de GA e PA

As substancias fendlicas derivadas do 4cido gélico, produto natural encontrado nas folhas
de A. glandulosa, (GA - G10) ndo apresentaram citotoxicidade significante nas
concentragdes testadas (P > 0,05), tanto nos ensaios de MTT como nos ensaios de SRB. O
GA apresentou uma porcentagem de células vivas de 77,1 + 8,8%, na concentracdo de 120
uM em células HepG2 e ndo afetou significativamente a viabilidade em células MCF-7 e
MDA-MB-231 no ensaio de SRB a 50 uM. Esses dados confirmam relatos na literatura de
que GA nio € citotéxico (AN et al., 2005; RAO et al., 2006; GARCIA-RIVERA et al., 2011;
OSKOUEIAN et al.,, 2011). Porém, foi observado que os derivados de maior cadeia
apresentaram maior citotoxicidade de maneira proporcional, inclusive para os ésteres
derivados do acido protocatecuico (Tabelas 1 e 2). As células RAW 264.7 apresentaram um
perfil mais sensivel a essas substancias, mesmo em um tempo de exposi¢cdo menor (20 h).
Foram observadas alteracdes morfologicas e diminui¢cdo da viabilidade celular a 50 uM (dado

ndo apresentado).

64



Nao foi observada inducao significativa de NQO1 nas concentragdes testadas, para o 4dcido
gdlico e derivados. Em estudo realizado por FAHEY et al. (2002), o 4cido gdlico apresentou
CD de 290 uM. Além disso, um estudo mais recente (YANG & LIU, 2009), demonstrou que
GA nio é capaz de induzir quinona-redutase na concentracdo de 200 uM. Também nado foi
observada indu¢do de NQO1 pelo dcido protocatecuico (PA), confirmando outros dados da
literatura (GERHAUSER et al., 2002).

A relacdo entre a inibicdo de CYP19 e a concentracdo das substancias G4, G5 e NAR. GA
e alguns ésteres andlogos ndo apresentaram inibicdo significativa da enzima aromatase
(Figura 22). Por outro lado, estudo realizado por SATOH et al. (2008) nos mostrou que GA
inibe aromatase com um Clsy de 0,34 uM, porém esse resultado foi demonstrado pelo método
de ELISA a partir de enzimas microssomais obtidas de ovdrio de ratos e pode representar uma

inibicdo ndo especifica para CYP19.
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Tabela 1: Atividade de quimioprevencdo e citotoxicidade do dcido gélico (GA) e ésteres derivados.

Substancia Inibicdo de NF-kB Inibicdo de NO Inibicdo de CYP19 Indugdo de NQO1 Citotoxicidade Clsq (LM)
%a50uM  Clso (uM)  %aS50puM  Clso (MM) % a50uM  Clso (M) IR CD(uM) MCF-7 MDA-MB-231
GA 83,7+10,4 19,8+17,2 24,5 NA 20,7 NA 0,8 NA NC NC
G1 852+115 12,1+3,1 64,0 NA 31,5 NA 0,7 NA NC NC
G2 87,0+6,9 386+16,1 68,6 NA 35,4 NA 0,5 NA NC NC
G3 73,3%5,6 37,1+2,8 80,8+29 7904 14,5 NA 0,6 NA NC NC
G3b 773+4,2 256+129 62,7 NA 22,6 NA 1,3 NA NC NC
G4 66,0 NA 90,4+1,2 2,0%0,7 695+15 34610 0,5 NA NC NC
G4b 67,5 NA 92,8 +3,1* NA 48,4 NA 0,8 NA NC NC
G5 68,0 NA 93,9+1,7*% NA 72,1+2,6 28,1+10,3 0,8 NA NC NC
G6 40,2 NA 97,1+1,6* NA 48,6 NA 0,3 NA NC NC
G8 26,0 NA 95,3 +2,5% NA 15,8 NA 0,2 NA NC NC
G10 2,6 NA 97,4+1,0% NA 16,4 NA 0,2 NA 70+14 6,2+14
G12 0,0 NA 96,7 +2,1* NA 12,4 NA 0,2 NA 3,5+0,5 7,1+2,1
G14 78,2* NA  99,5+0,2* NA 8,4 NA 0,2 NA 2,5+0,7 4,0+0,8
G16 74,8* NA 96,0+0,7* NA 5,8 NA 0,3 NA 12,0+1,7 15,4+0,8
Controles (Clso) TPCK 51+15 +-NMMA 29,5+1,2 NAR 2,0+0,5 4BF 0,01 DOX 0,5+0,07

NA: nao ativa (Clsyp > 50 uM). Substancias consideradas ativas apresentaram mais de 70% de atividade em relacao ao controle.
NC: ndo citotoxica. Substancias consideradas citotdxicas apresentaram menos de 50% de viabilidade celular.

* substancia apresentou citotoxicidade na concentrag@o ativa, portanto nao é recomendada para quimioprevencao.
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Tabela 2: Atividade de quimioprevenc@o e citotoxicidade do dcido protocatecuico (PA) e ésteres derivados.

Substancia Inibicdo de NF-kB Inibicdo de NO Inibicdo de CYP19 Indugdo de NQO1 Citotoxicidade Clso (LM)
%aS50puM  Clso (UM) % aS50uM  Clso (UM) % a 50 pM Clso (M) IR CD (uM) MCF-7 MDA-MB-231
PA 49,6 NA 15,4 NA 8,3 NA 1,2 NA NC NC
P1 68,7 NA 786+2,0 14,0+4,0 32,9 NA 0,3 NA NC NC
P2 61,9 NA 92,2+1,6 1,4+0,5 35,3 NA 0,3 NA NC NC
P3 53,6 NA 85,5+2,8 7,7+£3,6 24,8 NA 0,3 NA NC NC
P4 23,4 NA 92,5+1,6 1,5+04 42,7 NA 0,3 NA NC NC
P5 0,0 NA  92,6+3,3* NA 40,2 NA 0,2 NA NC NC
P6 0,0 NA  956+1,6* NA 22,2 NA 0,3 NA 76+2,2 11,4+0,7
P8 69,6 NA  98,910,6% NA 6,9 NA 0,1 NA 53+2,4 12,7+1,1
P10 86,2 £ 5,4* NA  88,9+09,3* NA 0,0 NA 0,2 NA NC NC
P12 94,4 +3,7* NA  98,9+0,5*% NA 6,4 NA 0,1 NA  11,5%2,2 12,5+1,6
P14 95,7 + 3,2* NA 99,6 +0,4* NA 10,7 NA 0,2 NA 10,5+1,0 129+1,3
P18 42,1 NA 59,7 NA 16,5 NA 0,3 NA 135+3,6 31,8+3,1
Controles (Cls) TPCK 5,1%15 -NMMA  29,5%1,2 NAR 2,0+0,5 4BF 0,01 DOX 0,5+0,07

NA: nao ativa (Clsyp > 50 uM). Substancias consideradas ativas apresentaram mais de 70% de atividade em relacio ao controle.

NC: ndo citotoxica. Substancias consideradas citotdxicas apresentaram menos de 50% de viabilidade celular.

* substancia apresentou citotoxicidade na concentragdo ativa, portanto nao é recomendada para quimioprevencao.
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Figura 22: Inibicdo in vitro da enzima aromatase (CYP19) pelas substancias G4 (a), G5
(m) e NAR (o). Os dados referem-se as médias de dois experimentos independentes e erro
padrdo (M £ EP); * P < 0,05 em relacdo ao controle (DMSO 0,5%), One-way ANOVA.

As substancias galato de butila (G4) e galato de pentila (G5) apresentaram valores de Cls
34,6 £ 1,0 uM e 28,1 + 10,3 uM de inibicdo da enzima aromatase, respectivamente. Embora
essas substancias ndo apresentem atividade significativa quando comparadas com o padrdo
NAR, sdo consideradas promissoras. A substancia € considerada ativa quando a inibi¢do for
maior que 90% na concentracdo de 100 uM (MORIARTY et al., 2006). Estas substancias sao
ésteres de 4cido galico com nicleo aromatico, o que confere a elas a capacidade de realizar
interacdo hidrofébica do tipo m-m no sitio de a¢do da enzima, inibindo-a mesmo ndo sendo
esterdide (LINARES et al., 2004; ENDRINGER et al., 2008). Por essa razdo, o 4cido gélico
(GA) e outros ésteres andlogos provavelmente nao sio hidrofébicos o suficiente para interagir
com o sitio de acdo da enzima e inibi-la. Nao foram encontrados trabalhos na literatura onde
estd relatada a atividade de inibicdo da enzima aromatase por ésteres andlogos do 4cido
gdlico, com essa metodologia. A substincia galato de isobutila (G4b) também apresenta
nuicleo aromético lipofilico, porém sua cadeia ramificada provavelmente causa um bloqueio
do acesso da substancia ao sitio ativo da enzima, nao inibindo a atividade. Nao foi observada

inibicdo da aromatase por 4cido protocatecuico (PA) e derivados. A auséncia de hidroxila na
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posicdo 5 do anel aromédtico provavelmente diminui a capacidade de realizar uma intera¢ao no
sitio de acdo da enzima.

A prevencao da aterosclerose, do cancer, a atividade antiplasmodial e antioxidante de um
grupo de substancias derivadas de galatos foram descritas, bem como sua relacdo estrutura-
atividade quanto a propriedade citotoxica (MURASE et al., 1999; FIUZA et al., 2004; NA et
al., 2006; PETRONIO et al., 2007; JAGAN et al., 2008; LOCATELLI et al., 2008; SAXENA
et al., 2008). A figura 23 apresenta a porcentagem de inibi¢do de NF-«xB pelo acido gélico e

andlogos (GA, G1 e G2).
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Figura 23: Inibicdo da atividade de NF-xB ativado por TNFa 50 ng/mL em células
HEK293/Luciferase em relagdo ao controle (DMSO 0,5%), por GA (a), G1 (m) e G2 (®). Os
resultados estdo expressos como média + erro padrio (M + SE) de dois experimentos
independentes; * P < 0,05 em relacio ao controle, One-way ANOVA.

Entre os inibidores de NF-«xB, salicilatos, aspirina (KOPP et al. 1994), apigenina e
curcumina (GERRITSEN et al., 1995; SINGH et al., 1996) foram relatados como capazes de
suprimir a ativacdo de NF-kB por prevenir a degradacdo do inibidor de NF-xB (IkB), e
portanto NF-«B fica retido no citoplasma. O presente resultado nos fornece evidéncias de que
alguns galatos podem atuar como inibidores de NF-kB. Galato de metila (G1) apresentou a

melhor atividade (Clsp = 12,1 + 3,1 uM). A atividade inibitéria dos galatos niao parece resultar
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de uma toxicidade celular ndo especifica, mas sim devido a transcricdo de genes dependentes
de NF-«B. Em outro estudo, foi demonstrado que galatos podem inibir a translocacdo nuclear
de NF-kB, induzida por TNFa, por uma via independente da degradacdo de IkB (MURASE et
al., 1999).

Nao foi observada inibi¢do significante da producado de nitrito por GA e PA em células de
macréfago murino (RAW 264.7) estimuladas por LPS (inibi¢do de 24,5% e 15,4% em relacdo
ao controle, respectivamente). Em estudo publicado por TSAO e colaboradores (2008), GA
ndo inibiu iNOS a 50 uM em células da microglia murina (BV2) estimuladas com LPS. Em
outro estudo, GA apresentou um Clsy de 63 pM em cultura primdria de macréfagos murinos
(MATSUDA et al., 2000).

Com valores de Clso de 7,9 + 0,4 uM e 2,0 + 0,7 uM, as substancias galato de propila
(G3) e galato de butila (G4) inibiram a produ¢do de NO em células de RAW 264.7
estimuladas por LPS (Figura 24). Outros ésteres derivados do dcido gdlico, apesar de forte

inibicdo (> 90%), reduziram significativamente a viabilidade celular apds 20 h de tratamento

(<40 %).
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Figura 24: Inibi¢ao da produciao de NO estimulado por LPS 1 pug/mL, em células RAW

264.7 em relacdo ao controle (DMSO 0,5%) por G3 e G4. Os resultados estdo expressos
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como média + erro padrao (M + SE) de trés experimentos independentes; * P < 0,05 em
relacdo ao estimulo (LPS 1 pg/mL), One-way ANOVA e pos teste de Tukey.

4.1.1. Genotoxicidade do dcido gdlico e galato de metila

O nivel de dano ao DNA em células HepG2 foi avaliada apds exposicdo de diversas
concentragdes de dcido gilico (GA) e galato de metila (G1) por 24 h utilizando o ensaio do

cometa. A quantificacdo dos dados do cometa estd relatada na forma de Tail moment (TM)

(Figura 25).
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Figura 25: Genotoxicidade do 4cido gilico (GA) e galato de metila (G1) pelo ensaio do
cometa em células HepG?2 tratadas por 24h. Ctrl: controle (DMSO 1%); H,0O,: peréxido de
hidrogénio 100 uM. Os dados referem-se a média da contagem de 50 nucledides + erro
padrao (M £ EP), * P < 0,05 em relacdo ao controle, Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn.

O maior valor de TM foi de 127,1 + 4,4 a 40 uM apds exposicido ao GA. Foi observada
uma diferenca estatistica significante dos valores de TM entre os tratamentos de 12 uM e 40
uM em relacdo ao controle (DMSO 1%) (P < 0,001), sugerindo que GA pode adentrar no
nucleo e provocar danos ao DNA da célula nessas concentragoes. O dano oxidativo ao DNA
observado nessas condi¢des pode ter sido provocado pela formacdo de radicais hidroxila.
Devido a alta reatividade deste radical este mecanismo s6 € possivel se as hidroxilas se

formarem proximas ao DNA (SAVI et al., 2005). Os danos ao DNA observados foram
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provocados por um provavel efeito indutor de apoptose por GA (LIU et al., 2011). Por outro
lado, outro estudo demonstrou que GA apresentou um efeito protetor contra danos ao DNA
provocados por H,O, em células de leucemia mielogénica cronica humana a concentracdes
mais elevadas (ABDELWAHED et al., 2007). Além disso, GA ndo causa quebras nas fitas de
DNA em baixas concentra¢des (WU et al., 2004).

O galato de metila (G1), produto natural encontrado nas folhas de A. glandulosa, tem
demonstrado efeito antioxidante em uma variedade de experimentos (HSIEH et al., 2004).
Neste estudo, G1 teve sua genotoxicidade avaliada pelo ensaio do cometa (Figura 25). O
maior valor de TM observado foi de 38,0 + 2,8 a 25 uM. Porém, sem diferenca significativa
entre o este tratamento e o controle (DMSO 0,5%) (P > 0,05). Isso demonstra que G1 ndo
causa danos ao DNA de células HepG2 nessas condi¢des. No que diz respeito a propriedade
antigenotoxica do dcido gélico e ésteres derivados, esta depende do tipo de estimulo usado
para a producdo de espécies reativas de oxigénio e a estrutura da molécula desempenha um
papel fundamental como agente protetor ao DNA (BONACORSI et al., 2012). Portanto,
outros ensaios sdo necessdrios para melhor caracterizar a acdo de galatos e o significado
biolégico do dano observado.

4.2. Atividade de analogos do acido fenamico

O é4cido fenamico pertence a classe dos anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINEs) e seus
andlogos apresentam atividade de inibicdo das isoenzimas ciclooxigenase (COX)
(KALGUTKAR et al., 2000). O uso regular de inibidores de COX-2 apresenta efeitos
benéficos sobre o trato gastrointestinal e reduc@o do risco de cancer de célon (LANAS, 2009).
Nesse sentido, foram sintetizados 17 andlogos do acido fenamico e avaliados em ensaios de
quimioprevengdo do cancer (Tabela 3). Os andlogos AB4 e ABS apresentaram inibicao de
NF-«xB de 73,0 £5,2% e 72,6 £ 1,6% a 50 uM, respectivamente. Isso indica que a presenca de

metoxilas nas posicdes 3°, 4’ e 5° pode ser essencial para esse tipo de atividade. Por outro
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lado, apenas a substancia ABS inibiu a producdo de NO em células RAW 264.7 estimuladas
com LPS 1 pg/mL (Clsp =28,2 + 3,1 uM).
4.3. Atividade de analogos da xantona

Xantonas sdao conhecidas por uma variedade de atividades biolégicas tais como
antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatdria, antitumoral e imunomoduladora (PINTO et
al., 2005). Andlogos de xantonas foram sintetizados e avaliados em ensaios de
quimiopreven¢do (Tabela 4). Apenas a benzoxantona (X9) apresentou atividade relevante no
ensaio de inducdo da enzima quinona-redutase com um valor de CD = 41,0 £ 6,1 uM.

4.4. Atividade de (+)-carvona e analogos

A (+)-carvona (C+) € um monoterpeno com odor caracteristico presente no 6leo essencial
de diversas plantas (CARVALHO et al., 2006). Apresenta atividade bioldgica como agente
antimicrobiano e imunomodulador, aumentando a contagem de leucécitos em camundongos
Balb/c (MCGEADY et al., 2002; RAPHAEL et al., 2003). A C+ e anélogos foram fornecidos
pelo Prof. Dr. André Gonzaga dos Santos, e testadas em ensaios de quimioprevengdo do
cancer e citotoxicidade em células de cancer de mama (MCF-7 ¢ MDA-MB-231). Nenhuma
das substancias avaliadas apresentou atividade significante nas concentragdes testadas (Tabela
5). Devido a cetona o,fB-insaturada da carvona, era esperado um efeito indutor de quinona-
redutase (ZHENG et al., 1992). Por outro lado, tal efeito nao foi observado (IR = 1,1). Em
estudo prévio, foi demonstrado que C+ pode induzir glutationa-S-tranferase, outra enzima
destoxificadora usada como marcador de quimioprevencao, em camundongos A/J (ZHENG et
al 1992). Provavelmente o efeito indutor de enzimas destoxificadoras da C+ acontece por uma
via independente de Keapl-Nrf2-ARE e outros estudos sdo necessdrios para esclarecer seu

mecanismo.
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Tabela 3: Atividade de quimioprevenc@o e citotoxicidade dos andlogos do dcido fenamico.

Substancias Inibicdo de NF-kB Inibicdo de NO Inibicdo de CYP19 Indugdo de NQO1 Citotoxicidade Clso (LM)

%aS0uM  Clso (UM) % a 50 uM Clso (UM)  %a50uM  Clsg (UM) IR CD (uM) MCF-7 MDA-MB-231

AAl 0,0 NA 7,2 NA 9,7 NA 1,1 NA NC NC
AA3 69,2 NA 11,8 NA 32 NA 1,1 NA 47,4%21 NC
AA5 48,9 NA 14,5 NA 13,6 NA 1,2 NA NC NC
AB4 73,0£5,2 ND 43,7 NA 14,2 NA 1,0 NA NC NC
ABS5 72,6+1,6 ND 86,6 £3,8 28,2+3,1 19,9 NA 1,4 NA NC NC
AC1 23,7 NA 14,9 NA 15,5 NA 0,9 NA NC NC
AC3 0,0 NA 19,4 NA 11,5 NA 1,6 NA NC NC
AC5 0,0 NA 21,6 NA 10,2 NA 1,3 NA NC NC
AD1 0,0 NA 20,2 NA 10,0 NA 1,7 NA NC NC
AD4 50,1 NA 7,5 NA 6,8 NA 0,7 NA NC NC
AD5 71,1+38,2 ND 24,3 NA 9,2 NA 1,4 NA NC NC
AE1 61,8 NA 0,0 NA 11,6 NA 1,0 NA NC NC
AE5 59,9 NA 1,1 NA 14,1 NA 1,1 NA NC NC
AG3 44,8 NA 59,3 NA 15,0 NA 0,7 NA NC NC
AG5 0,0 NA 21,7 NA 8,9 NA 1,4 NA NC NC
Al3 0,0 NA 58,7 NA 2,2 NA 1,0 NA NC NC
AL3 32,7 NA 27,6 NA 0,0 NA 0,9 NA NC NC
Controles (Cls) TPCK 51+1,5 -NMMA 29,5+1,2 NAR 2,0+0,5 4BF 0,01 DOX 0,5+ 0,07

NA: ndo ativa (Clsp > 50 uM). Substancias consideradas ativas apresentaram mais de 70% de atividade em rela¢@o ao controle.
NC: ndo citotdxica. Substancias consideradas citotoxicas apresentaram menos de 50% de viabilidade celular.

ND: nao determinado

* substancia apresentou citotoxicidade na concentragdo ativa, portanto nao é recomendada para quimioprevencao.
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Tabela 4: Atividade de quimioprevenc@o e citotoxicidade dos andlogos da xantona.

Substancias Inibicdo do NF-kB Inibicdo do NO Inibi¢do de CYP19 Indugdo de NQO1 Citotoxicidade Clso (LM)
% a 50 pM Clso (UM) % a 50 pM Clso (LM) % a 50 pM Clso (M) IR CD (uM) MCF-7  MDA-MB-231

X1 38,1 NA 53,7 NA 39,0 NA 0,6 NA NC NC

X2 1,1 NA 65,4 NA 55,8 NA 0,6 NA NC NC

X3 0,0 NA 91,1+5,1* NA 50,4 NA 0,8 NA NC NC

X7 43,6 NA 39,6 NA 17,4 NA 1,0 NA NC NC

X9 60,1 NA 10,2 NA 12,7 NA  2,3+0,05 41,0+6,1 NC NC
Controles (Cls) TPCK 51+15 -NMMA  29,5+1,2 NAR 2,0+05 4BF 0,01 DOX 0,5+0,07

NA: nao ativa (Clsyp > 50 uM). Substancias consideradas ativas apresentaram mais de 70% de atividade em relagao ao controle.
NC: ndo citotéxica. Substancias consideradas citotoxicas apresentaram menos de 50% de viabilidade celular.
* substancia apresentou citotoxicidade na concentragio ativa, portanto nao é recomendada para quimioprevengdo.

Tabela 5: Atividade de quimioprevenc@o e citotoxicidade da (+)-carvona (C+) e andlogos.

Subtancias Inibicdo de NF-kB Inibicdo do NO Inibi¢do de CYP19 Indugdo de NQO1 Citotoxicidade Clsq (uM)

%a50uM  ICso(uM)  %a50uM  ICso (UM)  %aS0uM  ICso (UM) IR CD (uM) MCF-7  MDA-MB-231

C+ 65,1 NA 7,4 NA 11,5 NA 1,1 NA NC NC

Cc- 62,2 NA 15,4 NA 14,4 NA 1,3 NA NC NC

EP 62,7 NA 11,2 NA 17,8 NA 1,2 NA NC NC

H+ 32,1 NA 19,7 NA 15,7 NA 1,5 NA NC NC

H- 0,0 NA 22,4 NA 11,5 NA 1,1 NA NC NC
Controles (Clso) TPCK 51+15 ~NMMA 295+12 NAR 2,0+0,5 4BF 0,01 DOX 0,5+ 0,07

NA: ndo ativa (Clso > 50 uM). Substéncias consideradas ativas apresentaram mais de 70% de atividade em relag@o ao controle a 50 uM.
NC: ndo citotdxica. Substincias consideradas citotdxicas apresentaram menos de 50% de viabilidade celular em relagdo ao controle a 50 uM.
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4.5. Atividade de alcaloides guanidinicos de P. nitens e analogo sintético
Foi avaliada a citotoxicidade das substancias nitensidina A (NTA), nitensidina B (NTB) e
nitensidina T (NTT) solubilizados em meio de cultura através do ensaio de MTT em células
HepG2. Para os alcaldides guanidinicos foi observada uma elevada citotoxicidade. A figura
26 apresenta a relacdo entre a concentracdo e a porcentagem de células vivas observadas apds

24 h de tratamento.
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Figura 26: Ensaio de viabilidade celular por MTT em células HepG2 tratadas por 24h
com nitensidina A (a), nitensidina B (m), nitensidina T (e) e doxorrubicina (¢). Os dados
referem-se as médias de trés experimentos independentes e erro padrao (M + EP); * P < 0,05
em relacdo ao controle (DMSO 0,5%), One-way ANOVA e pos-teste de Tukey.

As susbtancias NTA e NTB apresentaram valores de Clso de 5,0 £0,1 uM e 5,3 £ 0,2 uM,
respectivamente, e foram tdo citotoxicas quanto doxorrubicina (Clsp = 0,9 = 0,1 uM) (P >
0.05) em células HepG2 apds 24 h de tratamento.

Os valores de ClIsy dos produtos naturais NTA e NTB foram 6,0 + 0,5 uM e 6,4 £ 0,8 uM
nas células Hepa 1c1c7 apds 48 h de tratamento pelo ensaio de coloragdo com violeta cristal,

respectivamente. Nenhuma induciao de NQOI foi observada em células de hepatoma murino
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nas concentragdes testadas (0,6 uM — 46,8 uM), provavelmente devido a sua elevada
citotoxicidade.

Por outro lado, o andlogo de alcal6ide guanidinico nitensidina T (NTT) apresentou uma
taxa da inducdo de 2,7 + 0,5-vezes maior em relacio ao controle a 45 uM, e nos mostra uma
CD de 11,7 £ 0,4 uM (Tabela 6). Entretanto, a citotoxicidade de NTT em células Hepa 1clc7
(Clsp 24,1 £ 11,6 uM) nos resultou em um baixo indice de quimioprevencdo (CI 2,1 + 1,1)
(Figura 27). Nenhuma das substancias foi capaz de induzir a enzima quinona-redutase nas
linhagens mutantes TAOcIBP'cl e BP'cl. Dessa forma, NTT pode ser considerado um

indutor bifuncional.
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Figura 27: Inducdo da enzima quinona-redutase em células Hepa 1clc7 tratadas por 48 h
com a substincia NTT (tratamento / controle) e relacio com sobrevivéncia celular (%) pelo
ensaio de violeta cristal (o). Os dados referem-se as médias de trés experimentos
independentes e erro padrdao (M + EP); * P < 0,05 em relagdo ao controle (Ctrl) (DMSO
0,5%), One-way ANOV A e pos-teste de Tukey.

Aromatase possui um grupo porfirina com ferro no seu sitio ativo que apresenta
conformacdo planar devido a extensa deslocalizacdo m aromdtica (FAVIA et al. 20006).

Estudos apontam que substancias ndo-esteroidais com dtomo de nitrogénio sdo capdzes de

coordenar com o ferro heme do citocromo P450 (SERALINI et al. 2001; POUGET et al.
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2002). Os alcal6ides guanidinicos NTA e NTB apresentaram 67,0 £ 6,7 % e 68,2 + 5,1 % de
inibicdo da enzima aromatase, respectivamente, na concentracdo de 45,0 puM. Essas
substancias apresentam dtomo de nitrogénio do nucleo guanidinico que seria capaz de
interagir com o ferro do grupamento porfirina, alterando assim a conformacgdo do sitio ativo
da enzima.

Os alcal6ides guanidinicos nitensidinas A e B apresentaram citotoxicidade para as células
NF-kB-luc e RAW 264.7, ndo podendo ser confirmada a inibicdo do NF-kB e producdo de
NO por esses modelos (Tabela 6). O andlogo sintético nitensidina T ndo apresentou inibi¢do
da atividade de NF-kB, porém inibiu consideravelmente a producdo de NO em macréfagos
RAW 264.7 estimulados com LPS (Clso = 11,5 £ 0,2 uM).

4.5.1. Inducdo de apoptose por alcaloides guanidinicos e andlogo sintético

Para se verificar a indug¢do de apoptose das substincias citotoxicas testadas, foi feita
marcacdo de células HepG2 com Hoechst 33342 e iodeto de propidio (HO/IP) apds 24 h de
tratamento com as substancias nitensidian A (NTA), nitensidina B (NTB) e nitensidina T
(NTT) nas respectivas concentracdes de Clsy observadas pelo ensaio de MTT.

Os alcaldides guanidinicos NTA e NTB apresentaram inducdo significativa de apoptose
em relacdo ao controle (DMSO 0,5%) (P < 0,05). Foi observado um total de 32,2% e 48,5%
de células em apoptose apds tratamento com os alcaldides naturais, respectivamente (Figura
28.A). Nenhuma diferenga significante foi observada entre as substincias testadas e o controle
quando comparadas células em necréticas (P > 0,05). Além disso, quando comparamos as
células em apoptose tardia, nota-se que a substincia NTB apresentou uma diferenca
significativa em relacdo ao controle (P < 0,001) (Figura 28.B). Isso pode ter sido ser
provocado pela diferenca da posi¢do do grupamento geranil de NTB em relacdo aos isdsteros

NTA e NTT.
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Figura 28: Apoptose pelo ensaio de HO/IP em células HepG2 apds tratamento com NTA,
NTB e NTT por 24 h. A: Comparacdo entre apoptose total e necrose. B: Comparacdo entre
apoptose inicial e apoptose tardia. Ctrl: controle (DMSO 0,5%); DOX: doxorrubicina 50
ug/mL. Resultados estdo expressos como média de trés experimentos independentes + erro
padrdo (M £ EP). * P < 0,05 em relacdo ao controle, one-way ANOVA e pos-teste de Tukey.

Outros alcal6ides isolados de P. nitens sdo capazes de induzir morte celular por apoptose,
conforme observado em linhagens de cancer de mama (DUARTE et al, 2010).
Provavelmente, substincias preniladas atuam como indutores de apoptose inibindo
modificacdes pds-traducionais necessdrias para a transformacdo celular (SUN et al, 1998;
PHILIPS et al., 2007). Estudos adicionais sao necessérios para melhor caracterizar os eventos
intracelulares e o papel desempenhado por NTB na apoptose.

4.6. Atividade de outros produtos naturais e flavonas preniladas

Foi avaliada a atividade de quimioprevencdo do cancer e citotoxicidade de outras
substancias, sendo estas de origem natural e andlogos sintéticos (Tabela 6). A flavona (Fla)
apresentou 84,7 + 0,5% de inibi¢ao da aromatase a 50 uM (CIso = 8 uM) (BRUEGGEMEIER
et al., 2001) e ndo induziu NQOI1. A 6-hidroxiflavona (6Fla) apresentou um IR da enzima
quinona-redutase de 4,1 £+ 0,5-vezes maior do que o controle (CD = 6,5 £ 0,8 uM). E o
derivado isoprenilado 6-O-isoprenilflavona ndo induziu NQOI1 nas condi¢des testadas (IR =

1,8). Isso indica que a hidroxila na posic@o 6 € essencial para indu¢do da enzima por flavonas.
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Tabela 6: Atividade de quimioprevenc@o e citotoxicidade de produtos naturais e derivados semi-sintéticos.

Citotoxicidade Clsq

Substancias Inibigdo de NF-«kB Inibigdo de NO Inibigdo de CYP19 Indugdo de NQO1 (M)

. MDA-MB-

%aS0uM  Clso (WM)  %a50puM  Clso(uM)  %a50uM  Clso (uM) IR CD (uM) MCF-7 o
Fla 0,0 NA 12,4 NA  84,7+0,5 8 1,7 NA NC NC
6Fla 1,4 NA 66,9 NA 10,3 NA  4,1+0,05 6,5+0,8 NC NC
60IFla 29,3 NA 48 NA 6,7 NA 18 NA NC NC
OLE 0,0 NA 92,7439 40 15,7 NA 1,3 NA NC NC
PIP 63,0 NA 47,9 NA 23,2 NA 16 NA NC NC
PED 56,0 NA 40,0 NA  743+23 03001 1,3 NA NC NC
uMB 0,0 NA 9,6 NA 27,6 NA 1,3 NA NC NC
MOR 0,0 NA 30,1 NA 0,0° NA 16 NA NC NC
ch 707+4,1 228+14 50,6 NA 02 NA 03 NA NC NC
30FCh 895+6,6 162+51  898+20 17,6+1,0 223 NA 1,9 NA NC NC
20ICh 83,4+2,1 108+1,8  927+42  7,9+02 8,5 NA  3,1+04 13 NC NC
20FCh 80,6+37 93+17  921+06 72+11 30,3 NA  2,4%06 14,6 NC NC
NTA 93,0+ 1,7* NA  97,8+0,5* NA  67,0£6,7 NA 0,2 NA 66+05  7,8+23
NTB 90,3 + 2,3* NA  959%1,5* NA  682+5,1 NA 0,5 NA 86+18  64+17
NTT 0,0 NA  889+46 11,5+0,2 15,1 NA 27405  11,7+05 NC NC
c°("é::)'es TPCK 51+15  NMMA  295+12 NAR 2,0£0,5 4BF 0,01 DOX  0,5+0,07

NA: ndo ativa (Clsp > 50 uM). Substéncias consideradas ativas apresentaram mais de 70% de atividade em relag@o ao controle.

NC: ndo citotdxica. Substancias consideradas citotoxicas apresentaram menos de 50% de viabilidade celular.

* substancia apresentou citotoxicidade na concentracdo ativa, portanto nao ¢ recomendada para quimioprevencao.
* a substéncia ndo pode ter sua atividade avaliada por este método devido a emissdo de fluorescéncia.
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O 4cido oleandlico (OLE) é um triterpenoide pentaciclico com potencial atividade em
quimioprevencdo do cancer (HSU et al., 2005; BISHAYEE et al., 2011), inclusive apresentou
moderada inibicdo de aromatase (GANSSER et al., 1995). Além disso, derivados sintéticos de
OLE inibiram a produ¢@o de NO em células RAW 264.7 e foram até cem vezes mais potentes
na inibicao de enzimas iNOS e COX-2 (HONDA et al., 1997, MURAKAMI et al., 2007). No
presente estudo, OLE apresentou inibi¢do de 92,7 + 3,9% na produgdo de NO a 50 uM nas
condi¢des testadas. OLE ndo induziu NQO1 a 50 uM, conforme relatado anteriormente
(GERHAUSER et al., 2003). Os flavonoides pedalitina (PED) e morina (MOR) foram
avaliados quanto a inibicdo da enzima aromatase (CYP19). MOR ndo pode ser avaliada para
inibicdo de CYP19 através deste ensaio devido a fluorescéncia emitida quando excitada a 390
nm (STOCKERT et al., 1985). PED apresentou inibi¢ao de 74,3 + 2,3% a 50 uM (Clsp = 0,3
+ 0,01 uM) em CYPI19. Em estudo realizado anteriormente foi demonstrado que PED, por
apresentar dois grupamentos catecol (orfo-dihidroxi), possui potencial antioxidante e inibie
mieloperoxidase, enzima que também pertence ao complexo P450 e estd envolvida no
processo inflamatério (MIDDLETON et al., 2000; NASTASIJEVIC et al., 2008:
FERNANDES et al., 2008). Nao foi observada uma relevante inibi¢do da producdo de NO por
PED em células RAW 264.7. Porém, em outro estudo quando células foram estimuladas com
TNF-a e IL-12, foi observada uma inibi¢do de 78% a 40 uM, demonstrando que o mecanismo
de inibicdo € dependente do tipo de estimulo usado (RAO et al., 2009).

4.6.1. Atividade de chalcona e andlogos prenilados

A chalcona (Ch) é um bioprecursor de flavonoides com abertura no anel C, e a atividade
de seus derivados vem sendo estudada em quimioprevencao do cancer (CHANG et al., 1997,
MIRANDA et al., 2000; KO et al., 2003; KIM et al.,, 2007, CABRERA et al., 2010).
Xantohumol, chalcona prenilada de Humulus lupulus, apresenta amplo espectro na inibicao,

promocao e progressao do tumor através de bloqueio do ciclo celular e indu¢do de apoptose
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(GERHAUSER et al., 2003). Além disso, xanthohumol possui atividade de indug¢do de NQO1
e efeito antioxidante (DIETZ et al., 2005). Em estudo prévio, chalconas com substituintes no
anel B apresentaram atividade citotoxica em células MCF-7 a 100 uM e tiveram a relacio
estrutura-atividade analisada (CABRERA et al., 2007). No presente estudo, foi avaliada a
citotoxicidade da Ch e trés novos derivados prenilados sintéticos — 3-O-fanesilchacona, 2-O-
isoprenilchalcona e 2-O-farnesilchacona (30OFCh, 20ICh e 20FCh), bem como em ensaios
de quimiopreveng¢ao do cancer ( Tabela 6).

Nao foi observada citotoxicidade por ensaio de SRB em células de cancer mamario MCF-
7 e MDA-MB-231 quando tratadas por 72 h com chalcona (Ch) e derivados prenilados a 50
uM (viabilidade celular > 80%). Por outro lado, um estudo prévio mostrou que Ch pode
exercer efeito citotoxico em células MCF-7 a 100 uM (Clsp = 63 uM). Ch ndo apresentou
inducdo de NQOI em células Hepa 1clc7 a 50 uM (IR = 0,3), provavelmente por mediar uma
moderada citotoxicidade nestas concentracdes em células de camundongos. Com valores de
CD de 1,3 uM e 14,6 uM, as substancias 20ICh e 20FCh demonstraram que grupamentos
isoprenilas na posi¢do 2 do anel aromdtico A em chalconas pode contribuir para a indugdo de
NQOI1 em células Hepa 1clc7.

Células RAW 264.7 estimuladas com LPS 1 pg/mL apresentaram uma baixa producdo de
NO ap6s 20 h de tratamento com chalconas preniladas a 16,7 uM (P < 0,05), conforme
demonstrado pela concentracdo de nitrito em meio de cultura (Figura 29). Com valores de
Clso de 17,6 uM, 7,9 uM e 7,2 uM, as chalconas preniladas 30FCh, 20ICh ¢ 20FCh

provavelmente inibiram a enzima iNOS, respectivamente.
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Figura 29: Inibicdo da produgdo de NO estimulado por LPS 1 ug/mL, em células RAW
264.7 em relacdo ao controle (DMSO 0,5%) por 30OFCh, 20ICh e 20FCh. Os resultados
estdo expressos como média + erro padrdo (M + SE) de trés experimentos independentes; * P
< 0,05 em relacdo ao estimulo (LPS 1 pg/mL), One-way ANOVA e pos teste de Tukey.

Uma vez que a expressdo de iNOS e outras enzimas pré-inflamatérias como COX-2 sdao
controladas pelo fator de trancricdo NF-xB (LUQMAN et al., 2010), foram avaliadas a
inibicdo da atividade de NF-kB estimulado por TNFa 50 ng/mL em células HEK293
transfectadas com plamideo contendo gene relator /uc (HEK293/Luciferase). Com valores de
Clso de 16,2 uM, 10,8 uM e 9,3 uM; as chalconas preniladas 30FCh, 20ICh e 20FCh
inibiram significativamente a atividade de NF-kB (P < 0,05), respectivamente (Figura 30).
Isso demonstra que o mecanismo de quimioprevencdo dessas substincias pode resultar de

uma acdo sobre o controle de expressiao de iNOS e COX-2.
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Figura 30: Inibicdo da atividade de NF-xB ativado por TNFa 50 ng/mL em células
HEK?293/Luciferase em relagdo ao controle (DMSO 0,5%), por 30FCh (a), 20ICh (m) e
20FCh (o). Os resultados estdo expressos como média + erro padrdio (M + SE) de trés
experimentos independentes; * P < 0,05 em relagdo ao controle, One-way ANOVA e pés-
teste de Tukey.

4.6.2. Estudo do mecanismo de acdo da 20ICh

Diversos pardmetros sdo conhecidos por afetarem a producdo de NO em células de
macréfagos. Além da disponibilidade de p-arginina, como substrato para a enzima iNOS, e
co-fatores especificos, também sdao necessdrio os niveis de expressio de mRNA e proteina
(SUSCHEK et al., 2004). O aumento da producdo de NO por células RAW 264.7 quando
estimuladas por LPS acontece devido ao rdpido aumento na expressdo de iNOS. Para tanto,
foi avaliada a expressdo iNOS quando células RAW 264.7 foram previamente tratadas por 20
min com 2-O-isoprenilchalcona (20ICh) e entdo estimuladas com LPS 1 pg/mL por 20 h ou
6 h (Figura 31). Para verificar efeito anti-inflamat6rio também foram avaliados os niveis de
expressao de COX-2. A expressdo de um gene como controle interno (B-actina) foi usada

como parametro para normalizar os dados e ndo foram observadas mudangas apds tratamento.
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Figura 31: Efeito de 20ICh nos niveis de expressdo de proteinas e niveis de mRNA de
iNOS e COX-2. A: Efeito inibitério de 20ICh na expressdo de proteina iNOS e COX-2 apds
20 h de tratamento. B: Efeito inibitério de 20ICh nos niveis de mRNA de iNOS e COX-2
apos 6 h de tratamento. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo (M + SE) de
dois experimentos independentes; * P < 0,05 em relacdo ao estimulo (LPS 1 ug/mL), teste de
t-Student.

Os niveis de expressdo de proteina iNOS foram suprimidos pela acdo de 20ICh a 16,7
uM, mas isso ndo afetou os niveis de COX-2 (Figura 31.A), demosntrando um efeito seletivo
sobre a expressdo dessa enzima. Foi observada uma inibicio de maneira concentragdo-
dependente nos niveis de mRNA para iNOS e COX-2 apds 6 h de tratamento, porém sem
significado estatistico (P > 0,05) (Figura 31.B). 20ICh inibiu a produ¢do de NO em células
RAW 264.7 estimuladas com LPS e, portanto, representa um promissor candidato para
quimioprevengdo do cancer e anti-inflamacao.

Os inibidores seletivos de COX-2 devem ser avaliados considerando-se o risco de
toxicidade cardiovascular apresentado por esse tipo de farmaco (HARRIS et al. 2009). Dessa
forma, o efeito anti-inflamatério de 20ICh parece resultar ndo de uma acdo sobre a enzima
COX-2, mas sim sobre iNOS. Contudo, s3o necessirios outros experimentos para se
determinar em quais pontos da via de sinalizacdo de NF-xB ocorre a inibi¢do, e substincias
preniladas podem desempenhar um importante papel no tratamento do cancer, atuando como

inibidores da transformacgao de oncoproteinas (BERNDT et al., 2011).
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5. CONCLUSOES

O presente estudo fez uma bioprospeccao de substincias de origem natural e sintética em
modelos celulares para atividade citotoxica, genotdxica, indutora de apoptose e
quimiopreventiva do cancer.

Os ésteres derivados de 4cido gdlico e 4cido protocatecuico com cadeia lateral longa
(acima de 10 carbonos) mediaram uma inibi¢do da proliferacio celular de células de cancer de
mama MCF-7 e MDA-MB-231. Os alcaldides guanidinicos, nitensidina A e B, e o bioiséstero
nitensidina T apresentam citotoxicidade nas concentragdes testadas em todos os modelos
celulares adotados. Esses dados aprimoram resultados anteriores sobre alcaldides
guanidinicos e demonstram que tais alcaldides sdo promissores para o desenvolvimento de
novos farmacos antitumorais.

O 4cido galico, que ndo tem efeito citotdxico nas condicdes testadas, apresenta danos ao
DNA em células HepG?2 tratadas por 24h nas concentracdes de 12 uM e 40 uM. Os danos
observados provavelmente representam um efeito indutor de apoptose por acido galico. O
galato de metila ndo apresenta efeito genotdxico nas concentragdes testadas. Entre os
alcaléides guanidinicos testados, nitensidina B apresentou indugdo de apoptose tardia em
células HepG2 apos tratamento de 24 h. Um estudo sobre os efeitos de nitensidina B no ciclo
celular pode esclarecer seu papel na indu¢do de apoptose € um mecanismo de a¢do mais
preciso, como a fragmentacdo da cromatina e ativacdo de caspases efetoras.

O 4cido galico e seus ésteres derivados nao induzem a enzima NQO1 em células Hepa
Iclc7 na concentracdo de 50 uM. Os resultados relatados demonstraram que a substancia
galato de butila possui atividade inibitoria de aromatase in vitro. Esta substancia pode ser
empregada como modelo para futuro desenvolvimento de novos farmacos, que podem resultar
em novos agentes quimiopreventivos direcionados para o cancer de mama. Baseado nas

respostas intracelulares foi observado que a supressdo da atividade de NF-xB por ésteres de
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dcido gdlico podem desempenhar um papel quimiopreventivo no cancer. Futuras
investigagdes relacionadas com a atividade dos galatos na via de sinalizagdo do NF-xB, como
a inibicdo de IKK e inibi¢do da translocacio nuclear, podem fornecer novas abordagens sobre
suas propriedades quimiopreventivas. O 4cido fendmico pertence a classe dos anti-
inflamatérios nao esteroidais (AINEs) e atua diretamente inibindo enzimas COX. Apenas os
derivados sintéticos AB4 e ABS, com metoxilas nas posi¢des 4°, 5* e 6°, apresentam atividade
de quimioprevencdo de cancer. Seu efeito anti-inflamatdrio precisa ser caracterizado com
outros estudos, como a agdo direta sobre enzimas COX. Entre os andlogos sintéticos de
xantona, apenas benzoxantona (X9) possui atividade quimiopreventiva induzindo enzima
quinona-redutase. S3o necessdrios outros estudos em células mutantes defeituosas no
funcionamento do receptor Ah para melhor compreender o perfil de indu¢do (mono- ou
bifuncional) e seu mecanismo de agdo intracelular, como a ativacdo do fator de trancri¢do
Nrf2 ou ligacdo a regido ARE. A (+)-carvona e seus andlogos nido apresentam efeito de
quimiopreven¢do do cancer significativo no presente estudo. Sdo necessdrios outros estudos
para melhor caracterizar seu possivel efeito anti-inflamatério e inducdo de enzimas
destoxificadoras. Devido ao elevado potencial toxico, os alcaloides guanidinicos ndo sdo
recomendados para a quimioprevengdo. Apenas o andlogo nitensidina T apresenta inducdo da
enzima quinona-redutase. Porém, esta se mostra citotoxica em células de hepatocarcinoma
murino (Hepa 1clc7) e seu perfil de indu¢do como agente bifuncional, que induz tanto
enzimas de fase 1 quanto enzimas de fase 2, a impede de ser um bom agente
quimiopreventivo. Modificacdes moleculares, como a substituicdo dos grupamentos geranilas
por isoprenilas e que mantenham o grupamento isotiocianato essencial para a atividade,
poderdo contribuir para uma melhor atividade quimiopreventiva pelo mecanismo de inducao
de enzimas protetoras e reducdo de sua toxicidade. As chalconas preniladas avaliadas neste

trabalho mostraram efeito de quimioprevencdo por inibi¢do da producdo de NO em células
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estimuladas por LPS e inibicdo do fator de transcri¢cao nuclear NF-kB ativado. A substancia
2-O-isoprenilchalcona atua também como indutora de quinona-redutase, podendo ser
considerada uma substancia pleiotrépica por atuar em mais de um estidgio da carcinogénese
(inicio e promog¢do do tumor). Os dados sugerem que 2-O-isoprenilchalcona é capaz de
mediar um grande niimero de atividades bioldgicas relevantes para a saide humana.

Uma vez que existe um aumento considerdvel no nimero de casos de cancer
diagnosticados nos ultimos anos, a quimioprevencdo exerce um papel fundamental nesse
contexto através da descoberta de novas moléculas ativas e auxilia a superar o problema de
resisténcia das células tumorais. Produtos naturais apresentam ser uma fonte de moléculas
bioativas para esse propdsito e modificacdes na estrutura molecular, como alquilagdo de
dcidos fendlicos ou prenilacio de chalconas e flavonas, sdo suficientes para aumentar a
atividade de uma substincia. Apesar de serem encontradas muitas barreiras no avango da
quimiopreven¢do do cancer, outros estudos podem colaborar para a redugdo dos casos de

cancer.
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Gallic acid (3,4,5-trihydroxybenzoic acid), found in many plants either in
free-form or part of tannins, is known to possess anti-microbial,
antioxidant and cytotoxic properties. NFxB regulates the expression of
several genes involved in carcinogenesis. These include anti-apoptotic,
cytokines and cell cycle-regulatory genes. It is well established that the
transcriptional factor NF«B is deregulated in many forms of cancer. Thus,
agents that can suppress NF«B activation have the potential of suppressing
carcinogenesis. In the present investigation, gallic acid was isolated from
Alchornea glandulosa (Euphorbiaceae) and eight esters were synthesised.
These compounds were evaluated against TNF-a-induced NF«B activation
with stably transfected 293/NFxB-Luc human embryonic kidney cells.
Gallates with ICsy values in a range of 10-56 uM mediated inhibitory
activity higher than gallic acid (ICsq 76.0£4.9uM). In addition to
inhibiting NF«B activation, gallic acid mediated a modest cytotoxic
effect, and some of the gallates affected cell viability at the tested
concentrations. Based on these results, suppression of NF«B activation by
gallate esters could play a chemopreventive role in carcinogenesis.

Keywords: gallic acid; NF«B pathway; cytotoxicity; 293/NF«B cells;
Alchornea glandulosa; cancer chemoprevention

1. Introduction

Phenolic acids are natural products which possess a wide spectrum of
biological activity (Nazaruk, Czechowska, Markiewicz, & Borawska, 2008).
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Gallic acid (3,4,5-trihydroxybenzoic acid), a secondary metabolite accumulates in
nearly all plants, either in free form or part of tannins, is known to possess
antimicrobial, antiviral, anti-inflammatory, antioxidant and cytotoxic properties
(Aruoma, Murcia, Butler, & Halliwell, 1993; Fiuza et al., 2004; Kratz et al., 2008;
Kroes, van den Berg, van Ufford, van Dijk, & Labadie, 1992; Kubo, Fujita, K. Nihei
& A. Nihei, 2004). It is commonly used in the pharmaceutical industry as salts and
esters. Some ointments used to treat psoriasis and external hemorrhoids contain
gallic acid (Garcia de Hombre & Pérez Peniate, 2006; Hatton, 2000). Gallic acid has
two major functional groups, hydroxyls and a carboxylic acid, which can yield
numerous esters and salt derivatives. Some galloyl compounds are used as
antioxidants in food and can exhibit important roles in prevention of inflammatory
and atherosclerosis responses by blocking activation of NFxB (Murase et al., 1999).

NF«B consists of homo and heterodimeric protein complexes acting as a
transcription factor, and is found in many animal cell types. It is involved in
regulation of immune response and inflammation, cell lineage development, cell
apoptosis, cell-cycle progression and oncogenesis due to stimuli such as stress,
cytokines, free radicals, ultraviolet irradiation, oxidised LDL and microbial antigens,
and has been shown to regulate the expression of several genes, including bcl-2,
bel-xl, cIAP, survivin, TRAF, COX-2, MMP-9, iNOS and cell cycle-regulatory
components, whose products are involved in tumourigenesis (Aggarwal, Sethi, Nair,
& Ichikawa, 2006; Chen, Castranova, & Shi, 2001; Melisi & Chiao, 2007; Thanos
& Maniatis, 1995). Most carcinogens, proinflammatory cytokines such as TNF and
IL-1, or tumour promoters, including cigarette smoke, phorbol esters, okadaic acid,
H,0,, have been shown to activate NF«B, and resulting tumours have misregulated
NF«B activity (Baldwin, 2001). It is now well established that aberrant regulation of
NF«B, and the signalling pathways that control its activity, are involved in cancer
development and progression, as well as in drug resistance, especially during
chemotherapy and radiotherapy (Inoue, Gohda, Akiyama, & Semba, 2007).
Blocking NF«xB can cause tumour cells to stop proliferating, undergo apoptosis,
or to become more sensitive to the action of antitumour agents (Frydrych &
Mlejnek, 2008; Yamamoto & Gaynor, 2001). Thus, agents that can suppress NF«xB
activation have the potential to suppress carcinogenesis or tumourigenesis.

In the present investigation, gallic acid was isolated from Alchornea glandulosa
Poepp and Endl. (Euphorbiaceae), and eight semi-synthetic esters were prepared. All
the compounds were evaluated for cytotoxicity as well as potential to inhibit
TNF-a-induced NF«B activation with stably transfected 293/NF«B-Luc human
embryonic kidney cells.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Methanol, n-hexane, ethyl acetate and p-dioxane were of high performance liquid
chromatography (HPLC) grade (JT Baker). Column chromatography was carried
out over silica gel (0.06—-0.20 mm, Acros Organics). Gel permeation chromatography
(GPC) was performed using Sephadex LH-20 (Pharmacia Biotech). Preparative
HPLC was carried out using a Varian Prep-Star 400 system and a Phenomenex C-18
(250 mm x 21.2mm) column. The monodimensional NMR experiments were
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recorded on a Varian INOVA 500 spectrometer (11.7T) at 500 MHz (‘H) and
125 MHz (**C), using CDCl; and DMSO-dj as solvent (Aldrich). Alkyl alcohols and
DCC were purchased from Aldrich. Dimethyl sulphoxide (DMSO) and sulphorho-
damine B (SRB) were purchased from Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, MO).
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), antibiotic-antimycotic, hygro-
mycin B, and MEM sodium pyruvate were purchased from Invitrogen Co.
(Carlsbad, CA). Reporter Lysis Buffer, Luciferase Assay System was purchased
from Promega (Madison). Tumour Necrosis Factor-a (TNF-«) was purchased from
Calbiochem (Gibbstown, NJ). Alcohol was purchased from J.T. Baker (Phillipsburg,
NJ).

2.2. Isolation of gallic acid

The leaves of A. glandulosa were collected in the Biological Reserve and
Experimental Station at Mogi Guagu, Sdo Paulo State, Brazil, in March 2005.
A voucher specimen (SP319257) has been deposited in the herbarium of the Botanic
Institute (Sao Paulo-SP, Brazil).

The shade-dried plant material (1.5kg) was ground and defatted with n-hexane
(3.5L x 3) at room temperature and exhaustively extracted by maceration with
MeOH (4.2 L x 3). The crude extract was concentrated under reduced pressure to
yield 3.8 g of a syrup residue, which was diluted with MeOH : H,O (4:1) and then
successively partitioned with EtOAc and n-BuOH. After evaporation under reduced
pressure, the partition phases yielded 2.5 g and 0.8 g, respectively. The part of EtOAc
residue (2.0 g) was chromatographed by gel permeation over Sephadex LH-20 eluted
with methanol to afford 11 fractions (A1-Al1). Fraction A2 (730 mg) was purified
by RP-HPLC [MeOH : H,O: HOAc (7.5:92:0.5), UV detection at 265 nm; flow rate
15mL min~"] to give compound 1 (335mg). Compound 1 was identified as gallic acid
based on analysis of the 'H and '*C NMR data, as well as by comparison with
authentic material in our laboratory (Figure 1).

Os__OH Os O Oy O~ Os O~ o OY
HO” Z “OH HO~ z “OH HO~ z “OH  HO~ z “OH HO OH
OH OH OH OH OH
1 2 3 4 5
OO _~_~ 0 o\)\ Ox O~~~ Os__OH

0 0
HO OH HO OH HO OH )J\o OJ\
OH OH OH
6 7 8

OO
YQ

Figure 1. Molecular structures of gallic acid (1) and semi-synthetic esters (2-9).
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2.3. Synthesis of esters 2-9

After being cooled at 5°C, the mixture of gallic acid (0.2mmol) and alcohol
(20 mmol) in p-dioxane (6.0 mL) was added to a solution of N,N’-dicyclohexylcar-
bodiimide (DCC, 1.0 mmol) in p-dioxane (3.0 mL). The solution was stirred for 48 h,
and the solvent was removed under reduced pressure. The residue was partitioned
three times with EtOAc and then filtered. The filtrate was washed successively with
saturated aqueous citric acid solution (three times), saturated aqueous NaHCO;
(three times), water (two times), dried over MgSQOy, and evaporated under reduced
pressure. The crude products were purified over a silica gel column using an isocratic
system of CHCI;-MeOH (98:2) to give gallate esters 2-8. Structures of the semi-
synthetic esters, methyl gallate (2), ethyl gallate (3), n-propyl gallate (4), isopropyl
gallate (5), n-butyl gallate (6), isobutyl gallate (7), n-pentyl gallate (8) and 3.4,
5-triacetoxybenzoic acid (9), were established by '"H and '*C NMR spectral analysis
(Figure 1).

For synthesis of ester 9, gallic acid (20 mmol) was dissolved in dry pyridine
(5.0mL) and anhydride acetic (5.0mL) under hydrogen atmosphere. The mixture
was stirred for 48 h at room temperature, carried to dryness under reduced pressure,
and purified by column chromatography with a mixture of CHCIl;-MeOH (85:15)
to give a product (9). The NMR spectroscopic data of 9 were compatible with 3,4,
S-triacetoxybenzoic acid.

2.4. NFxB luciferase assay

NF«B inhibition assay was conducted using a luciferase reporter gene bioassay as
previously described (Homhual et al., 2006). Human embryonic kidney cells (293/
NF«B-Luc) were used to monitor alteration of the NF«B pathway. This cell line is
stably transfected with a luciferase reporter construct regulated by the NF«B
response element. Transcription factor can bind to the response element when
stimulated by TNF-«, allowing transcription of the luciferase gene. Luciferase reacts
with substrate, emitting light that was detected using a luminometer. Cells were
seeded (10°cellsmL™") on sterile white walled 96-well plates and grown to
approximately 80% confluence by incubating for 48 h. Gallic acid and alkyl gallates
were tested at 20 pgmL ™" following 1: 3 serial dilutions. After treatment with tested
compounds for 10min, cells were incubated for an additional 6 h with or without
TNF-a (5ngmL™"). The cells were gently washed with PBS and kept at —80°C with
luciferase lysis buffer (Promega Corporation). The luciferase assay was performed
using the Luc assay system from Promega following manufacturer instructions.
Luciferase activity was monitored (LUMIstar Galaxy BMG), dose-response curves
were constructed, and results were expressed as ICsy values (i.e. concentration
required to inhibit TNF-« induced NF«B activity by 50%).

2.5. Cytotoxicity assay

Cytotoxicity was determined by the method of Skehan et al. (1990). The cells were
fixed with trichloroacetic acid and stained for 30 min with 0.4% (w/v) sulphorho-
damine B (SRB) prepared in 1% acetic acid. Unbound dye was removed by washing
with 1% acetic acid, and protein-bound dye was extracted with 10mM Tris base
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[tris (hydroxymethyl)aminomethane] for determination of optical density in a
computer-interfaced, 96-well microtiter plate reader.

2.6. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism® Version 5.01 (GraphPad
Software Inc.). Results were subjected to one-way analysis of variance (ANOVA),
and differences between means were located using Tukey’s multiple comparison test.
Differences between means at the 5% (p < 0.05) level were considered significant.
The data are expressed as means =+ standard error.

3. Results and discussion

Herein we report cytotoxic properties and suppression of TNF-o induced NF«B
activation of gallic acid (1) and eight esters (2-9) determined with stably transfected
293/NFkB-Luc human embryonic kidney cells. Table 1 shows the concentrations of
gallates 1-9 required to inhibit NFxB-induced activation in 50% (ICsy). N-Tosyl-
L-phenylalaninyl-chlormethylketone (TPCK) was adopted as positive control,
exhibiting 98.5% +0.5% NF«B inhibition at 30 uM, with an ICs, value of about
SuM. At the highest concentration tested (20.0pgmL™"), gallic acid mediated a
moderate cytotoxic effect (52.9% =+ 3.5% survival), but none of the gallate esters
significantly affected cell viability. The most cytotoxic compound evaluated was 6,
with 48.9% =+ 3.3% cell survival.

Among inhibitors of NF«B, salicylates, aspirin (Kopp & Ghosh, 1994), apigenin
and curcumin (Gerritsen et al., 1995; Singh & Aggarwal, 1996) were reported to
suppress activation of NFxB by preventing the degradation of the NF«B inhibitor
(I«B), and therefore NF«xB was retained in the cytosol.

The serine protease inhibitor TPCK can cause a complete block to NF«B
activation. TPCK inhibits NF«xB subunits processing and IxB degradation (Mellitis,
Hay, & Goodbourn, 1993). It has also been demonstrated that TPCK inhibits DNA
replication by Go—G, growth arrest and thus promotes apoptosis by other cytotoxic
stimuli (Kirillova, Chaisson, & Fausto, 1999).

Table 1. Inhibition of TNF-a-induced NF«B
activity by gallic acid (1) and gallate esters (2-9).

Compound I1Cso (uM)

76.0+4.9
103+£1.1
54.6+5.1
29.7+3.1
31.1£2.0
56.1£59
37.2+4.0
38.3+4.1
48.0£5.9
PCK 5.09+2.14

—H O X IR RN -
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The present study provides evidence that some gallates can act as inhibitors of
NF«B. Methyl gallate (2) demonstrated the greatest activity. The inhibitory actions
of gallates do not appear to result from non-specific cellular toxicity but rather are
specific for NF«xB-dependent gene transcription. In another study, it has been
demonstrated that gallates can inhibit TNF-a-induced nuclear translocation of
NF«B by way of a mechanism independent of I«kB degradation (Murase et al., 1999).

More recently, prevention of atherosclerosis, cancer, anti-plasmodial and
antioxidant activity of a group of galloyl compounds was described, as well as
structure-activity relationships yielding cytotoxic properties (Fiuza et al., 2004;
Jagan, Ramakrishnan, Anandakumar, Kamaraj, & Devaki, 2008; Locatelli et al.,
2008; Murase et al., 1999; Na et al., 2006; Petronio et al., 2007; Saxena et al., 2008).
Based on these encouraging intracellular responses, we suggest suppression of NF«B
activation by gallate esters could play a chemopreventive role in carcinogenesis, and
further investigations related to the actions of gallates, especially in NF«B signaling
pathway and in vivo models, may provide new insights into the cancer
chemopreventive ability.
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Introduction

Cancer chemoprevention involves the use of
natural or synthetic compounds to reduce the risk of
developing cancer. Therapy aimed at reducing the
estrogenic hormone level and limiting its action is a
valid strategy to breast cancer chemoprevention.
Aromatase is a cytochrome P450 enzyme (CYP19)
that catalyzes the last step of estrogenic hormone
biosynthesis. Therefore, CYP19 inhibitors may play
an important role in breast cancer
chemoprevention.’ In this study, we evaluated the
chemopreventive potential of natural products and
their semi-synthetic analogs using in vitro aromatase
inhibition assays. In addition, a tentative structure-
activity relationship (SAR) is dicussed.

Results and Discussion

Gallic acid (1) and guanidine alkaloids, nitensidine
A (10) and nitensidine B (11), were isolated from
Pterogyne nitens, and alkyl gallates (2-9) were
synthsized from the reaction of the corresponding
alkyl alcohols with 1, or from the reaction with acetic
anhydride (Fig. 1). The thiourea-derivative,
nitensidine T (12), a bioisoster of 10, was
synthesized from 1,1'-thiocarbonyl-di-imidazole and
geranylamine. All substances were evaluated for in
vitro aromatase inhibition using recombinant human
enzyme and the fluorometric substrate
dibezylfluorescein (DBF).2
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Figure 1. Synthesis of gallates 2 — 9 from 1, and
guanidine alkaloids 10 — 12.

esters, guanidine  alkaloids, Pterogyne nitens

Compounds 6, 8, 10 and 11 exhibited aromatase
inhibition and naringenin, used as positive control,
displayed an ICs, value of 6.8+1.0 uM (Fig. 2).
Activity was observed for compounds 6 and 8 at 80
UM, probably due to their lipophilic side which mag
have led to enhanced enzymatic interaction.
Interestingly, in compound 7, steric hindrance by the
branched side chain may have resulted in lower
activity.  Additionally, the guanidine core of
compounds 10 and 11 may have interacted with the
porphyrin  system of CYP19 through N-H/zn
interactions, probably altering the conformation of
the active site, which was not observed for
compound 12, due to the substitution of the nitrogen
by sulphur.
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Figure 2. Aromatase inhibition by compounds 6, 8,
10 and 11. NAR, positive control. (M+SE); One-way
ANOVA, *** p < 0,001.

Conclusions

The results reported here demonstrate that
compounds 6 and 8 mediate in vitro aromatase
inhibitory activity. These compounds can be
employed as prototypes for future drug development,
which may result in new chemopreventive agents
directed toward the prevention or treatment of breast
cancer.
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INTRODUCTION: Pterogyne nitens Tul. (Leguminosae) is a native and medicinal tree in South America.
Our previous studies have identified cytotoxic and antioxidant compounds, including alkaloids and
phenolic compounds1,2. The MTT [3-(4,5-dimethyltiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] is a
simple and fast colorimetric assay widely used as screening method to measure cytotoxicity of
natural products3, which is enzymatically reduced by living cells to an insoluble purple formazan
product. Literature reports the interference of antioxidant compounds with the MTT assay,
generating false positive results4. We evaluated the cytotoxicity of guanidine alkaloids and phenolic
compounds from P. nitens and their semi-synthetic thiourea-derivative using the MTT assay and
crystal violet (CV) staining against human hepatoma cells (HepG2), and reduction of MTT in the
absence of cells. METHODS: The guanidine alkaloids nitensidines A and B (1 - 2), and phenolic
compounds quercetin, isoquercitrin, rutin, and gallic acid (3 - 6) were isolated from P. nitens. The
thiourea-derivative (7), a bioisoster-analogue of 1, was synthesized from 1,1?-
thiocarbonyldiimidazole and geranylamine. Compounds were tested at 20ug/mL following 1:3 serial
dilutions in HepG2 cells for cytotoxicity using MTT and CV staining. Doxorubicin was adopted as
positive control. For reduction assay, compounds were incubated for 3h in PBS with MTT. The data
were expressed as meanszstandard error of 3 independent experiments and one-way analysis of
variance. RESULTS: Among the test compounds, 1, 2 and 7 were cytotoxic at tested concentrations in
both assays and dose-response was observed (IC50 values of 2.3+0.3, 2.0£0.2 and 2.2+0.4ug/mL,
respectively, for MTT; and 2.2+0.1, 2.1+0.1 and 3.0+£3.9 ug/mL, respectively, for CV). For compounds
1 and 2 a good correlation (r=0.957) between the assays was found, but not for 7 (r=0.214).
Compounds 1, 2 and 7 didn’t reduce MTT in the absence of cells. However, 6 showed a 32.0 + 6.6 fold
higher reduction of MTT than control, but no cytotoxicity in both assays. CONCLUSION: The MTT
assay was more sensitive than CV staining to evaluate the cytotoxic effect of potential
chemotherapeutics, depending of the class of the compound tested. ACKNOWLEDGMENT: The
authors would like to thank FAPESP and CNPq for research and fellowship support. 1. REGASINI, L. O.
et al. Phytochem., v69, p1739, 2008. 2. REGASINI, L.O. et al. J. Nat. Prod., v72, p473, 2009. 3.
ULUKAVYA, E. et al. Toxicol. In Vitro, v22, p232, 2008. 4. BRUGGISSER, R. et al. Planta Med., v68, p445,
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INTRODUCTION: Chemoprevention involves the use of natural or synthetic substances to
reduce the risk of developing cancer. Gallic acid was found to possess several
pharmacological activities, such as anti-oxidant and anti-inflammatory. Guanidine alkaloids
display a broad spectrum of biological activities and its cytotoxic effect were well
investigated. OBJECTIVES: The present study evaluated the chemopreventive potential of
natural products and its semi-synthetic analogs using quinone reductase (QR) induction,
aromatase inhibition and the suppression of NFxB activity, which are well established
strategies for screening compounds to cancer chemoprevention. METHODS: Gallic acid was
isolated from Alchornea glandulosa, and alkyl gallates were prepared from the reaction of the
corresponding alcohols with gallic acid or from the reaction with acetic anhydride. The
guanidine alkaloids nitensidines A and B were isolated from Pterogyne nitens. All
compounds were evaluated for QR induction using murine hepatoma cell line Hepa 1clc7 and
two mutant cell lines; for in vifro aromatase inhibition; and against TNFa-induced NFxB
activation with stable transfected 293/NF«xB-Luc human embryonic kidney cells. Compounds
were tested at 20pug/mL following 1:3 serial dilutions. RESULTS: No QR induction was
observed at tested concentrations. Nitensidine A and B showed aromatase inhibition (ICsg
18,3 £ 8,7 uM), but moderately cytotoxic to Hepa 1clc7 cells (ICso 5,7 £ 0,6 uM). With ICs
values in a range of 10 to 50 puM, all the gallic acid esters mediated NF«xB inhibitory activity.
In addition, gallic acid mediated a modest cytotoxic effect, but none of the gallate esters
affected cell viability at the tested concentrations. CONCLUSION: Based on these
intracellular responses, we suggest that gallate esters are related to suppression of NFxB
activation, which it could play a chemopreventive role in carcinogenesis.
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