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Resumo

O presente trabalho avaliou a citotoxicidade in vitro de produtos
naturais (terpenos, iriddides e derivados fendlicos) em linhagens celulares de
adenocarcinoma murino de mama (LM3) e de pulméao (LP07), buscando uma
possivel correlacao entre estrutura molecular e atividade antitumoral.

A ordem de citotoxicidade na linhagem LM3 foi tingenona>
pristimerina> plumericina> cromeno> paclitaxel> escandenina> acetato de
bauerenila> acido p-cumarico> acido clorogénico. Na linhagem LPO07, a
excegao é a inversao de posicao entre os acidos clorogénico e p-cumarico e
escandenina e paclitaxel. Pristimerina, tingenona, plumericina e o cromeno
foram mais ativos que o controle positivo, taxol.

Os nor-triterpenos  pentaciclicos  quinonametideos  tingenona
(IC50=0,002 pmol/mL em LP07 e 0,003 umol/mL em LM3) e pristimerina
(IC50=0,005 pmol/mL em LPQO7 e LM3) apresentaram a maior citotoxicidade
nas linhagens tumorais. A avaliagcdo da relagdo estrutura e atividade
indicaram os anéis A e B essenciais para o efeito citotdxico, devido a cetona
a,B-insaturada.

A interagcdo de pristimerina e tingenona com N-acetilcisteina foi
confirmada por métodos espectrofotométricos e bioldgicos, constituindo um
provavel mecanismo de acao das substancias.

A atividade mutagénica das moléculas mais promissoras, pristimerina,
tingenona e plumericina foi avaliada in vitro na presenga e auséncia de

ativacao metabdlica (S9) e ndo demonstraram mutagenicidade (RM<2).
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Abstract

This study evaluates the in vitro cytotoxicity of natural products such as
terpenes, iridoids, and phenolic derivatives in the cell lines of adenocarcinoma
murine of the breast (LM3) and lung (LP07). The study attempted to identify
possible correlations between the molecular structure of these natural
products and anticancer activity.

The sequence for cytotoxic activity in the LM3 line was tingenone>
pristimerin> plumericine> cromene> paclitaxel> scandenin> bauerenyl
acetate> p-coumaric acid> chlorogenic acid. This sequence was similar to the
LPO7 cell line, however the exception was the inverse order between
clorogenic and p-coumaric acid and between scandenine and taxol.
Pristimerine, tingenone, plumericine and cromene were more potent than
taxol, the positive control substance in this study in all cell lines.

The quinone-methide triterpene tingenone (ICs50=0,002 pmol/mL in
LP0O7 and 0,003 pumol/mL in LM3) and pristimerin (IC50=0,005 pmol/mL in
LP0O7 and LM3) showed the largest level of cytotoxicity in the cell lines. The
structure-activity relationship suggests that rings A and B containing an a, B-
unsaturated carbonyl group are essential for the observed cytotoxic activity.

The interaction between pristimerin and tingenone with N-acetilcysteine
was proved by byological and spectrophotometric methods, estabilishing a
likely action mechanism to these compounds.

The in vitro mutagenic activity was evaluated for the most promising
compounds: pristimerine, tingenone and plumericine, and they did not show

mutagenic potential (RM<2).
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1. INTRODUCAO



1.1 Produtos naturais

A evolucao do conhecimento do homem sobre a terapéutica de origem
natural € gradual e paralela a evolugdo da histéria humana (AQUINO et al,
1996). Inumeraveis sdo o0s exemplos de espécies utilizadas na pratica
tradicional que fornecem a farmacologia os principios ativos em uso, ciéncia
conhecida como etnofarmacologia. A propria Organizagao Mundial da Saude
reconhece a importancia da pratica e encoraja todas as nagbes a
preservarem e promoverem o emprego racional do conhecimento derivado da
medicina popular (AKERELE, 1992).

Plantas produzem uma grande variedade de metabdlitos que estédo
ganhando importdncia devido a suas aplicagbes terapéuticas e
biotecnoldgicas. Os niveis de producao desses metabdlitos sdo induzidos por
fatores ambientais e genéticos. A habilidade para sintetizar compostos
téxicos esté relacionada com a defesa de patégenos (bactérias ou fungos),
herbivoros como animais ou insetos ou suprimir o crescimento de espécies
vizinhas competitivas (SINGH et al, 2003).

Tais metabdlicos possuem grandes potencialidades como principios
ativos, podem ser utilizados diretamente na terapia, como precursores na
semi-sintese quimiofarmacéutica ou em modelos para sintese de novos
principios de uso terapéutico (VIEGAS et al, 2006).

Assim, apesar dos avangos da quimica tradicional e da farmacologia
em produzir substancias efetivas, o reino vegetal pode prover uma rica fonte

de novos farmacos e medicamentos (SINGH et al, 2003).



1.2 O cancer
O céancer é uma das doencas que, ainda nos dias atuais, mais causa

mortes no mundo (Figura 1.1) (SEUNG et al, 2004).

Figura 1.1: O cancer no mundo (INCA, 2007)

Em 2005, de um total de 58 milhées de mortes ocorridas no mundo o
cancer foi responsavel por 7,6 milhdes, o que representou 13% de todas as
mortes (INCA, 2008). No Brasil, o Instituto nacional do Cancer (INCA) estima
que em 2008 ocorrerdao 466.730 novos casos de cancer. A estimativa é vélida
também para o ano de 2009 (INCA, 2008). Os tipos de céncer mais
incidentes na populacdo brasileira estimados para o ano de 2008, com

excecao de pele ndo melanoma, sdo demonstrados na Figura 1.2.



Figura 1.2: Nimeros de casos de cancer estimados para a populagao brasileira para
2008, com excecao de pele ndo melanoma (INCA,2008).

O cancer, também denominado de neoplasia maligna e tumor maligno,
€ uma doenca caracterizada pela multiplicagéo e propagacao descontroladas
no corpo de formas anormais das proprias células corporais. A proliferagéo
destas células néao é controlada pelos processos que normalmente regulam a
divisdo celular e o crescimento dos tecidos. Em suma, os tumores
apresentam, em graus variaveis, quatro caracteristicas peculiares:

- desdiferenciagao e perda da fungéo;

- proliferagdo descontrolada;

- poder de invasdo sobre tecidos adjacentes;

-metéstases, processo de disseminacdo do tumor para locais
distantes, dando origem a novos tumores (LEMKE & WILLIANS, 2008)

A carcinogénes € um processo complexo, surge em decorréncia de
uma série de alteracbes genéticas e epigenéticas (Figura 1.3). Ja esta

estabelecido que duas classes de genes reguladores normais, os proto-



oncogenes promotores do crescimento e 0s genes supressores do
crescimento canceroso (anti-oncogenes ou genes supressores tumorais) sao
0s alvos principais do dano genético. Ha uma crescente evidéncia de que
uma terceira categoria de genes, 0s que controlam a morte celular
programada, ou apoptose, também sejam importantes na carcinogénese.

Os proto-oncogenes sao transformados em oncogenes por duas
grandes categorias de alteragdes:

- alteracdes na estrutura do gene, resultando na sintese de um produto
génico anormal (oncoproteina) tendo uma fungéo aberrante;

- alteragbes na regulagédo da expressao génica, resultando no aumento
ou producao imprépria da proteina promotora de crescimento estruturalmente
normal (ROBBINS et al, 1996).

Os danos genéticos podem ser pontuais ou mais Qrosseiros,
resultados de rearranjos cromossémicos. O oncogene ras representa o
melhor exemplo de ativacdo por mutagdes de ponto. Um grande nimero de
tumores humanos possui tais mutacbes (ROBBINS et al, 1996). O
cromossomo Filadélfia, caracteristico de leucemia mieléide crénica é formado
pela translocacdo dos cromossomos 9 e 22, o que resulta na fusdo do proto-
oncogene c-abl (no cromossomo 9) com bcr (no cromossomo 22) gerando o

oncogene c-abl-ber (RIBEIRO et al, 2003).
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Figura 1.3: Esquema simplificado de patogenia do cancer (adaptado de ROBBINS et
al, 1996).

Os produtos dos genes supressores de tumor freiam a proliferacao
celular. A funcéo fisiolégica destes genes é regular o crescimento da célula, e
nao impedir a formacao de tumor. Em vista de a perda destes genes ser um
evento importante em muitos tumores humanos (e talvez em todos), e como
sua descoberta resultou do estudo dos tumores, 0 nome supressor de tumor
ou antioncogene persiste. O gene supressor de tumor p53 é o alvo isolado

mais comum de alteracdes genéticas em humanos (ROBBINS et al, 1996).




Diferentemente dos proto-oncogenes, em que mutacbes em somente
um alelo conferem ganho de funcdo, para que 0s genes supressores de
tumor percam sua funcdo, ambos os alelos tém que estar afetados (RIBEIRO
at al, 2003).

Estudos sobre a carcinogénese tem mostrado que as células iniciadas
nao sao passivas ao acumulo de danos causados por agentes quimicos e
fisicos. Elas reagem por, pelo menos trés mecanismos:

- reacao contra espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas pelo
injuria provocada por stress oxidativo (luz UV, radiacées ionizantes);

- eliminagéo das células lesadas (mutadas ou instaveis), promovendo
apoptose ou morte celular durante a mitose;

- estimulacao de sistemas de reparo de DNA.

Soma-se a estes sistemas de defesa a habilidade de comunicagéo
intercelular, capaz de detectar células vizinhas defeituosas e induzir apoptose
nestas células (TUBIANA, 2008).

As razdes que levam os genes que regulam o ciclo celular a perderem
suas fungbes sdo complexas e multifatoriais. Dentre estas razées podem-se
citar predisposicdes genéticas hereditarias e agentes fisicos, quimicos e
biologicos. Os riscos herdados para desenvolver determinados tumores
podem, muitas vezes, ser identificados através de alteracdes moleculares
precisas, como na doenga de retinoblastoma infantil, ligados a mutagdes no
gene supressor de tumor Rb. Porém, com excecgao talvez do cancer colo-retal
hereditario nao poliploide, o impacto destes tipos de cancer para a saude
publica como um todo é limitado, uma vez que acometem somente 2-5% do

numero total de tumores humanos (RIBEIRO et al, 2003).



O processo de carcinogénese, em geral se da lentamente, podendo
levar varios anos para que uma célula cancerosa prolifere e dé origem a um
tumor visivel. O céancer é mais comum em pessoas de idade avangada,
devido ao acumulo de mutacbes e outros danos oxidativos nas células.
Soma-se ainda o declinio da atividade antioxidante e do sistema imune, o
que compromete o combate as células mutadas (HEGEDUS, 2000).

Um resumo dos principais farmacos atualmente empregados na

terapéutica do cancer e seus pontos de acao no ciclo celular é apresentado

na Figura 1.4.
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Figura 1.4: Principais antineoplasicos e sitios de agao
(adaptado de LEMKE & WILLIAMS, 2008).



1.3 Ensaios biologicos:

Durante os anos 60 o National Cancer Institute (EUA) realizou uma
extensiva pesquisa com extratos de plantas com atividade antitumoral
(MONKS et al, 2002). Desde entédo, tem aumentado o interesse na pesquisa
de compostos isolados de plantas medicinais, como uma rica fonte de novos
farmacos antitumorais.

Devido ao rapido desenvolvimento e emprego de técnicas e
equipamentos analiticos e aos avancgos tecnol6gicos, muitas drogas extraidas
de fontes naturais com potencial anti-cancer tém sido desenvolvidas (TSAl,
2001). Uma das técnicas empregadas atualmente como preliminares ao
estudo de atividade antitumoral de produtos sintéticos e naturais € o
screening sob células tumorais de diversas linhagens in vitro, 0 que
possibilita a analise de grande numero de amostras simultaneamente,
representa metodologia mais simples comparativamente aos ensaios in vivo
e é realizado em varios laboratérios em todo o mundo (NEIDLE et al, 2005).

Os métodos colorimétricos que quantificam a proliferagéo celular de
células em cultura sdo considerados rapidos e baratos para a avaliagao de
atividade antitumoral e antiviral de um vasto nimero de extratos de produtos
naturais, permitindo facilmente guiar o isolamento e purificacdo de seus
produtos ativos (BETANCUR-GAVIS et al, 1999).

Um dos ensaios colorimétricos para a avaliagao de proliferacao celular
ou citotoxidade (ICsp) mais comumente utilizados na atualidade é o ensaio de
MTT descrito por Mosmamm (1983). O principio do método é a reducao de
um substrato amarelo, o sal de tetrazolium MTT, por enzimas mitocondriais
resultando em um produto azul/roxo (Figura 1.5). Desta forma esta reacéo

ocorre somente em células vivas e que estejam com suas mitocOndrias
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ativas, configurando-se assim um ensaio versatil e quantitativo (MOSMAMM,

1983).

Dehidrogenases
Q mitocondriais
M. N—MN
O~<iy —— oLl
N=NL_§ N=N__sg
Br ‘IL@, CHy Elﬂ CHs

Figura 1.5: Redugdo do MTT por enzimas mitocondriais.

O dano ao DNA é um evento fundamental no processo da
carcinogénese e mutagénese. Muitas substancias quimicas podem ser
avaliadas por sua agdo mutagénica em bactérias (MACIEL et al, 2002). A
metodologia atualmente mais utilizada para avaliagdo da atividade
mutagénica foi descrita por Moran e Ames (MORAN & AMES, 1983).

O método consiste na utilizacao de linhagens mutantes de Salmonella
typhimurium (TA98, TA97a, TA100, TA102), incapazes de crescerem na
auséncia de histidina. Essas bactérias na presenga de drogas mutagénicas
sofrem novas mutagbes, acarretando na reversdo da mutagédo original
proporcionando a sintese de histidina permitindo assim, o crescimento
bacteriano em meios desprovidos deste aminoacido. Esse ensaio pode ser
realizado na presenca ou auséncia de homogenato de figado de mamifero ou
da fracdo microssomal (S9). O uso de fragdo S9 permite inferir se uma
substédncia é mutagénica em sua forma original ou se necessita ser
metabolizada ou ativada para se tornar mutagénica.

A mutagenicidade é calculada pelo nimero de bactérias que foram

revertidas em relacdo ao controle, levando-se em consideracao as bactérias



11

revertidas espontaneamente (controle espontaneo) e as revertidas na
presenca somente do solvente, DMSO (controle negativo). O controle positivo
consiste na utilizagdo de substancias conhecidamente mutagénica a cada

linhagem em estudo (Figura 1.6).

Figura 1.6: Controle positivo, negativo e espontaneo respectivamente, em linhagem TA98.

1.4 Farmacos antitumorais e produtos naturais:

Dentre as classes de compostos ja testadas com pronunciada
atividade anti-cancer, podemos citar os terpenos (sesquiterpenos, diterpenos
e triterpenos), alcaléides, cumarinas, lignanas, flavonoides, taninos, stilbenos,
curcuminoides, polissacarideos (CAl et al, 2004). Na literatura, existem
também relatos de familias de plantas, que ja tiveram seus extratos e/ou seus
compostos isolados testados com atividade anti-cancer (CAl et al, 2004;
SEUNG et al, 2004; VOGT et al, 2005; WATASE et al, 2004; HAZRA et al,
2005; PEI-WEN et al, 2005).

O paclitaxel, extraido de Taxus brevifolia (Figura 1.7), despertou
intenso interesse na década de 80. Foi questionada a viabilidade de seu
futuro emprego terapéutico face a complexidade de sua estrutura e a relativa

escassez da sua fonte natural, problema comumente enfrentado quanto se
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trabalha com produtos naturais. Partiu-se para a busca de precursores e
analogos com maior disponibilidade no vegetal, levando a rotas semi-
sintéticas até a sintese total da molécula anunciada em 1994 por Holton e
Nicolau. Tal sintese foi recentemente otimizada e € método eficiente de sua
obtencdo em escala industrial, sendo a rota do taxol disponivel no mercado
(VIEGAS et al, 2006). Atualmente é o medicamento mais empregado no

tratamento de cancer de mama e ovario.

Figura 1.7: Taxus brevifolia e paclitaxel.

Dentre os grandes sucessos alcancados nos ultimos 20 anos também
se destacam os alcalbides vinblastina e vincristina (Figura 1.8), extraidos de
Catharanthus roseus (Apocynaceae).

Gullo et al (2006) relatam que dos novos farmacos descobertos para
tratamento de cancer e doencgas infecciosas, 60 € 75% respectivamente eram

oriundos de fontes naturais.
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Figura 1.8: Dois alcal6ides de origem natural com atividade anticancer: vinblastina e vincristina.

Dentro deste contexto, foi realizado um levantamento das moléculas
pertencentes a colecdo de substancias do Grupo de Produtos Naturais
coordenado pelo prof. Dr. Wagner Vilegas. Tratam-se de substancias
isoladas pelo grupo ou doadas a ele, tendo em comum a origem a partir de
diversas fontes vegetais. Todas as substancias tiveram suas estruturas
determinadas por métodos espectrométricos apropriados. Foram
selecionadas substancias com quantidade e grau de pureza adequados para
a realizacao de ensaios de atividade antitumoral e mutagénica in vitro (Tabela
1.1).

Tabela 1.1: Substancias avaliadas

Estrutura Nomenclatura
Q 0\\
Cromeno
o 2,2-dimetil-4-o0x0-3,4,6,8a-tetraidro-2H-cromeno-6-

carboxilato de metila

HO

Acido p-cumarico
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O objetivo do presente trabalho foi:

1) avaliar a citotoxicidade in vitro de produtos naturais (terpenos,
iridéides e derivados fendlicos) (Tabela 1.1) em linhagens celulares de
adenocarcinoma murino de mama (LM3) e de pulmé&o (LP07);

2) buscar uma possivel correlacdo entre estrutura molecular e
atividade antitumoral;

3) avaliar a mutagenicidade in vitro das substancias com significativo

efeito citotoxico em linhagens tumorais.



3. ENSAIOS DE
CITOTOXICIDADE
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3.1 Materiais, solucées e linhagens celulares:

e Células LM3 e LPO7:

As linhagens tumorais de adenocarcinoma de mama (LM3) e de
pulméo (LPO7), obtidas de adenocarcinomas espontdneos de Balb/c, foram
gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Lucas L. Colombo do Instituto de
Oncologia Angel H. Roffo — Buenos Aires — Argentina. As culturas foram

mantidas em meio MEM completo a 37°C e 5% de saturacao de CO..

¢ Meio de cultura (meio MEM)

Para o preparo deste meio de cultura foram utilizados 9,6 mg do
preparado para meio de cultura MEM (Gibco), adicionou-se 2,2 mg de
NaHCO3; e H.O suficiente para completar 1L. O pH foi ajustado, quando
necessario, para um valor no intervalo de 7,0-7,2. Apds, a solucao foi filtrada
sob pressado reduzida com membrana esterilizante, mantida 24 horas em
estufa a 37°C e 5% de CO, para confirmacdo da esterilidade e,

subseqlentemente, armazenada em geladeira.

e Meio MEM completo
A cada 100 mL do meio MEM preparado como descrito anteriormente
adicionou-se 10 mL de soro fetal bovino (Gibco, Brasil) e 100 pL do
medicamento sulfato de gentamicina, comercialmente Garamicina

(Mantecorp), ampolas para uso injetavel de 80 mg/mL.
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e Solucao de PBS

Para o preparo desta solugdo tampéao foram utilizados:

NaCl -----------mmmmmmoomeee 8 mg
KCl------m e 0,2 mg
NaHPO4--------------- 1,44 mg
KH2PO4---------=------- 0,42 mg
HoO--------me e g.s.p. 1L

O pH da solucao deve ser ajustado para 7,4 e depois autoclavada para

obtencéao da esterilidade.

e Solucao de MTT
Para o preparo desta solugdo, 10 mg de MTT (Sigma-Aldrich) foram
dissolvidos em 2 mL de solugdo de PBS e mantidos em ultrassom por 10
minutos. Imediatamente antes do uso acrescentou-se 8 mL de meio MEM e a

solucéo foi mantida ao abrigo da luz.

e Aparelhos e materiais utilizados:

Os ensaios foram realizados em fluxo laminar horizontal Classe 100
(Veco, Brasil). Todos os instrumentos utilizados foram estéreis.

As estufas para incubacao das células operavam a 37°C e saturagao
de COz a 5% (Forma Scientific, EUA).

As placas utilizadas para a incubacdo das células foram de 96
orificios, estéreis e descartaveis, com capacidade de 200 uL/orificio (Corning
Incorporated).

A leitura da absorbancia no ensaio de MTT foi realizada em leitor de

UV-visivel da marca Labsystens, modelo Multiskan ascent, sob os filtros de
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A= 540 e 620 nm. O aparelho foi programado para agitacao da placa por 10
segundos imediatamente antes de cada leitura, para homogeneizacdo dos

orificios.

e Controle positivo:
O paclitaxel (Sigma, pureza >99%) foi eleito como controle positivo,
devido a seu largo emprego na terapéutica, pela sua comprovada atividade

antitumoral e por ser ativo in vitro.

¢ Solucao de N-acetilcisteina:
Utilizou-se o medicamento Fluimucil (Zambon) 200 mg granulados, sabor
laranja, como fonte de N-acetilcisteina. Para a realizagdo dos experimentos

os granulados foram diluidos diretamente no meio MEM completo.

e Solucao-mae dos compostos testados:
2,5 mg dos compostos a serem testados foram diluidos em 50 pL de
DMSO e adicionados a 9,95 mL ou 19,95 mL de meio MEM completo de

acordo com suas solubilidades e armazenados a -80°C.

3.2 Metodologia:
As células murinas LM3 e LP07 (Figura 3.1) foram incubadas em meio

MEM completo a 37°C e 5% de saturagéo de COs.
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Figura 3.1: Células LM3 (a esquerda) e LP07 (a direita).

As células foram coradas com o corante Azul de Trypan a 0,04% (v/v)
(Reagen, Brasil) e contadas em camara de Neubauer (Boeco, Alemanha)
(Figura 3.2). A concentracdo foi ajustada para 5X10* células/mL. 200 pL
desta solugao foram adicionadas a cada orificio de uma placa estéril de 96
orificios e incubados por 24 horas a 37°C e 5% de satura¢do de CO, por 24

horas para formacéao do tapete celular.

Figura 3.2: Células LM3, em camara de Neubauer, coradas com azul de Trypan. Em
destaque as células mortas coradas em roxo (a esquerda) e as vivas refringentes (a direita).
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Apoés este periodo, o meio foi vertido e sob as células aderidas ao
fundo da placa foram adicionados 200 pL de solugcbes em diferentes
concentragdes das substancias a serem testadas, preparadas pela diluicao
sequencial das solugbes mae, descongeladas imediatamente antes do uso,
com meio MEM completo. As placas foram incubadas sob as mesmas
condigdes por mais 24 horas. A seguir o meio foi novamente vertido e
adicionou-se 100 pL de solugédo de MTT, incubou-se por mais 3 horas. Apés
o meio foi desprezado e acrescentou-se 100 pL de iso-propanol (i-PrOH) e,
imediatamente, procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro a A= 540 nm com
filtro de referéncia de A= 620 nm.

O controle negativo, foi realizado com as células na presenca somente
de meio de cultura MEM completo. As substancias sofreram diluicdes
sequenciais a partir de uma solugdo mae, preparada com meio de cultura e
DMSO e estocada a -80°C, de modo que a concentracao deste solvente em
cada diluicdo subsequente ndo ultrapassasse a concentragdo limite de
solvente que seja toxica a estas células. Tal concentragdo foi determinada
experimentalmente pela realizagdo de ensaios com as células frente a
diferentes concentracbes de DMSO, pela mesma técnica descrita
anteriormente neste item. O controle positivo foi diluido igualmente as demais
substéancias.

Apo6s da definicdo dos ICsy das substancias, testes complementares
foram realizados para avaliar a citotoxicidade dos compostos pristimerina,
tingenona, plumericina e acetato de bauerenila na presengca de N-
acetilcisteina, valendo-se da reagdo com MTT como descrito anteriormente.
Adicionou-se a concentracdo teste de cada substancia, solugcdo de N-

acetilcisteina atingindo a concentracao final fixa de 0,5 umol/mL para cada
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diluigdo das substancias, imediatamente antes da adicdo as células, néao
houve pré-incubacdo. A toxicidade de N-acetilcisteina foi previamente

avaliada.

3.3 Analise dos dados:

Os valores correspondentes a leitura da placa ap6s a incubagdo com
MTT nos comprimentos de onda estabelecidos foram respectivamente
subtraidos. Com os moddulos dos valores resultantes confeccionou-se um
grafico de viabilidade celular X concentragdo da substancia teste, valendo-se
do programa Excel. A partir dos dados da regressdo linear deste gréfico
extraiu-se o valor de ICs, correspondente adotando-se valor de r* > 0,9. Apds
a realizagéo de 2 ou 3 ensaios independentes, realizou-se o calculo da média

e desvio padrao desta medida.

3.4 Resultados
e Determinacao da concentracdo maxima de DMSO

Tendo-se em vista que a maioria das substancias a serem
investigadas quanto a citotoxicidade apresentaram baixa solubilidade no meio
de cultura em que deveriam ser diluidas, uma alternativa foi a adicao de
DMSO para facilitar esta solubilizacdo. Tornou-se necessario investigar a
concentragao do solvente que poderia ser utilizada causando o menor dano
as linhagens celulares em estudo.

Foram realizados 3 experimentos independentes para o calculo do ICg

do solvente nas linhagens LM3 e LPO7 (Figuras 3.3 e 3.4).
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Figura 3.3: Demonstrativo de um dos experimentos de citotoxicidade de DMSO em LPO07.
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Figura 3.4: Demonstrativo de um dos experimentos de citotoxicidade de DMSO em LM3.

O valor de ICgy para a linhagem LP07 foi de 0,635+0,16% (v/v) de
DMSO e para a linhagem LM3 de 0,700 £0,28% (Vv/v).
Padronizou-se a concentracdo maxima a ser utilizada na diluicao de

ambas as linhagens como 0,500% (v/v) de DMSO.
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e Analise das substéancias
A Tabela 3.1 e as Figuras 3.5 e 3.6 reunem os valores de ICs

determinados.

Tabela 3.1: Médias e desvios dos ICs, obtidos apds administracdo de cada substancia nas
linhagens tumorais.

o ICs0 (umol/mL)
Substancias testadas
LM3 LPO7
Cromeno 0,063+ 0,010 0,134+ 0,009
Acido p-cumarico 0,506+ 0,010 3,075+0,275
Acido clorogénico 0,942+ 0,119 0,864+ 0,351
Escandenina 0,127+ 0,010 0,152+ 0,013
Plumericina 0,032+ 0,010 0,025+0,009
Pristimerina 0,005+ 0,000 0,005+ 0,000
Tingenona 0,003+ 0,001 0,002+ 0,001
Acetato de bauerenila 0,170+ 0,047 0,852+ 0,192
Paclitaxel 0,074+ 0,000 0,191+ 0,061

A ordem total de citotoxicidade na linhagem LM3 foi tingenona>
pristimerina> plumericina> cromeno> paclitaxel> escandenina> acetato de
bauerenila> &cido p-cumarico> acido clorogénico. A sequéncia foi
semelhante para a linhagem LPO7 (Figura 3.7): tingenona> pristimerina>
plumericina> cromeno> escandenina> paclitaxel> acetato de bauerenila>
acido p-cumarico> acido clorogénico. A excecéao foi a inversao de posicao

entre os acidos clorogénico e p-cumarico, e escandenina e paclitaxel.
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Figura 3.5: Valores de IC5, (umol/mL) obtidos da linhagem LM3.
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Figura 3.6: Valores de ICsy (umol/mL) obtidos da linhagem LPQ7.
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LM3 X LPO7

1C50 pmol/mL

Figura 3.7: Grafico comparativo entre os valores de ICsy para as linhagens tumorais de
mama (LM3) e de pulméo (LP07).

Pristimerina, tingenona, plumericina e o cromeno foram mais ativos
gue o controle positivo, paclitaxel em todas as linhagens estudadas.

Ensaios complementares foram realizados para a determinacado do
ICso de tingenona, pristimerina, plumericina e acetato de bauerenila na
presengca de concentragdo fixa de N-acetilcisteina (0,5 pmol/mL) nas
linhagens tumorais LM3 e LP0O7 (Tabela 3.2). Observou-se que
concentragbes de 0,500 e 1,000 umol/mL de N-acetilcisteina néao
apresentaram citotoxicidade sobre as linhagens celulares. Em linhagem LM3
a viabilidade celular das concentragcdes 0,500 e 1,000 umol/mL foi de e
93,945 + 5.245 e 90,481+ 5,052% respectivamente. Em LP07 os valores

foram 100,000 + 4,041 e 95,603+ 1,989%.
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Tabela 3.2: Médias e desvios dos ICsy ap6s administragéo de cada substancia na presenga

de N-acetilcisteina para as linhagens tumorais de mama (LM3) e de pulméao (LP07).

IC50 (umol/mL)
Substéncias testadas LM3 LPO7
Antes Depois Antes Depois
Plumericina 0,032+ 0,010 0,048+ 0,009 0,025%0,009 0,048+0,001
Pristimerina 0,005% 0,000 0,010+ 0,003 0,005+ 0,000 0,009+ 0,000
Tingenona 0,003+ 0,001 0,012+ 0,005 0,002+ 0,001 0,034+ 0,001
Acetato de bauerenila 0,170+ 0,047 0,215+ 0.054 0,852+ 0,192 0,170+ 0,040
Comparativamente, a presenca de N-acetilcisteina induziu um

aumento do valor de ICso das substéncias pristimerina, tingenona e
plumericina nas duas linhagens estudadas. Na presenca de N-acetilcisteina,
0 acetato de bauerenila mostrou comportamento singular, sendo mais téxico

na presenca do mesmo composto para a linhagem LP07 (Figuras 3.8 e 3.9).

LM3
0.300
0.250 -
0.215
=1 0.200 -
E \ o{m
= @ com N-acetilcisteina
£ 0.150 S
> O sem N-acetilcisteina
n
© 0.100 A
0.048
0.050 - I 0035
0.010 o005 0.012 0.003
0.000 . . T T
pristimerina plumericina acetato de tingenona
bauerenila

Figura 3.8: Grafico comparativo entre os valores de I1Csy (umol/mL) em LM3 na
presenca e auséncia de N-acetilcisteina.
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Figura 3.9: Grafico comparativo entre os valores de ICso (umol/mL) em LPO7 na
presenga e auséncia de N-acetilcisteina.

Os valores demonstraram aumento no valor de ICso de 100,000% para
pristimerina, 283,333% para tingenona, 38,095% para plumericina e 26,471%
para acetato de bauerenila na linhagem LM3. Na linhagem LP07 os
aumentos foram de 80,000%, 1.575,000%, 90,000% e -80,291%

respectivamente.
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4. ANALISE
ESPECTROFOTOMETRICA
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Visando confirmar a interacédo de pristimerina, tingenona, plumericina e
acetato de bauerenila com N-acetilcisteina, procedeu-se a analise
espectrofotométrica destas substéncias na presenga e auséncia da

substancia N-acetilcisteina.

4.1 Materiais:
e Substancias testadas: pristimerina, tingenona, plumericina e acetato
de bauerenila.
e N-acetilcisteina: Fluimucil 200 mg, granulado efervescente (Zambon).
e Solventes: utilizou-se metanol (MeOH) e n-hexano (n-hex) grau
HPLC/spectro (Tedia). A agua milli-Q utilizada foi proveniente de
Direct-Q™ (Millipore).

e Espectrofotobmetro UV-visivel: DR/4000U Spectrophotometer (Hach).

4.2 Métodos:

Procedeu-se uma leitura da absorbancia em A= 200-700 nm para
estabelecimento da curva controle para cada uma das substdncias nas
concentracoes:

- pristimerina e tingenona a 0,02 g/mL em MeOH;

- plumericina a 0,01 g/mL em MeOH;

- acetato de bauerenila a 1,00 g/mL em n-hex ;

- N-acetilcisteina a 0,07 mg/mL solubilizado em agua milli-Q.

Apoés se realizou a reagao de 1 mol de pristimerina ou tingenona a 5
mols (1:5) e 10 mols (1:10) de N-acetilcisteina. A leitura foi realizada ap6s 30

minutos e 20 horas de incubacao a temperatura ambiente, utilizando MeOH
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como solvente. A concentracdo dos reagentes obedeceu a utilizada para a

confeccéo da curva controle.

4.3 Resultados:

Plumericina e acetato de bauerenila ndo apresentaram espectro com
bandas bem definidas nos limites de A= 200-700 nm. Portanto, ndo foram
testados com N-acetilcisteina.

N-acetilcisteina apresentou bandas em A= 212,05 nm e 278,31 nm

(Figura 4.1).
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Figura 4.1: Espectro UV-visivel de N-acetilcisteina, 0,07mg/mL.

Tingenona e pristimerina apresentaram bandas em A= 254 nm,
pristimerina apresentou mais uma banda em A= 428,9 nm e tingenona em A=

416,87 nm (Figuras 4.2 e 4.3).
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Figura 4.2: Espectro UV-visivel de tingenona, 0,02g/mL.
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Figura 4.3: Espectro UV-visivel de pristimerina, 0,02g/mL.

Apb6s a reagdo de pristimerina e tingenona com N-acetilcisteina, o
espectro mostra que nao ha deslocamento das bandas, mas observa-se
efeito hipocrémico acentuado, diminuicdo da absorbancia, na banda da
regido de A= 420nm, utilizando-se a mesma concentragdo inicial dos

compostos.
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O estudo comparativo das proporgoes de 1:5 e 1:10 (mol:mol) nao
mostrou diferencas significativas nos espectros apés 30 minutos de reacéo,

tanto para pristimerina (Figuras 4.4 e 4.5), quanto para tingenona (Figuras

46 e 4.7).
2.823 L : : 4

ABS - |

1 0,47 -

-B.P96 . ; \k

200 .7 A nm 780 .6

Figura 4.4: Espectro UV-visivel da reagao de pristimerina com N-acetilcisteina na
proporgao 1:5 (mol/mol), 30 minutos de reagéo.
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Figura 4.5: Espectro UV-visivel da reagao de pristimerina com N-acetilcisteina na
proporgao 1:10 (mol/mol), 30 minutos de reagao.
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Figura 4.6: Espectro UV-visivel da reagéo de tingenona com N-acetilcisteina na
proporgao 1:5 (mol/mol), 30 minutos de reacgao.

0,25

Figura 4.7: espectro UV-visivel da reagao de tingenona com N-acetilcisteina na
proporgdo 1:10 (mol/mol), 30 minutos de reacgao.

Ap6s 20 horas de reacao realizou-se leitura do meio reacional, e
observou-se sensivel diminuigdo da absorbancia na regido de 420nm para

pristimerina (1:10 )(Figura 4.8), e tingenona (1:5) (Figuras 4.9).
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Figura 4.8: Espectro UV-visivel da reagao de pristimerina com N-acetilcisteina na
proporgéo 1:10 (mol/mol), 20 horas de reagao.

0,16

Figura 4.9: Espectro UV-visivel da reagéo de tingenona com N-acetilcisteina na
proporgao 1:5 (mol/mol), 20 horas de reagéao.

O conjunto dos experimentos demonstra que ocorreu interagdo entre
N-acetilcisteina e tingenona/pristimerina, e que essa interacdo ja foi

significativa ap6s 30 minutos da adi¢cdo do reagente.



5. ENSAIOS DE
MUTAGENICIDADE
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5.1 Substancias testadas:
As substancias testadas quanto a atividade mutagénica in vitro foram:
pristimerina, tingenona e plumericina; pois apresentaram significativo efeito

citotéxico dentre as linhagens celulares tumorais estudadas.

5.2 Materiais, solucées e linhagens celulares:
¢ Linhagens utilizadas:

Foram utilizadas as linhagens TA98, TA97a, TA100, TA102 de
Salmonella typhimurium gentilmente cedidas pelo Dr. Bruce Ames da
Universidade de Berkeley, Califérnia, USA.

1) A cepa TA98 apresenta mutacdo no gene hisD (hisD3052) que
codifica para a histidinol desidrogenase, apresentando como ponto
preferencial para a reversao oito residuos repetitivos de GC e detecta
compostos mutagénicos que causam deslocamento do quadro de leitura do
DNA.

2) A cepa TA97a também detecta mutdgenos do tipo frameshift e
apresenta mutagédo no gene his D6610 e alvo para mutacao os residuos GC.

3) A mutacdo hisG46 presente na cepa TA100 ocorre no gene que
codifica a primeira enzima do processo de biossintese da histidina, através
da substituicdo do c6don selvagem GGG (CCC) — prolina — por GAG (CTC) —
leucina. Assim, essa cepa detecta agentes mutagénicos que ocasionam
substituicoes, principalmente neste par G-C.

4) A cepa TA102 contém a mutagdo ochre TAA no gene hisG e
detecta eficientemente mutdgenos como formaldeido, glioxal, varios
hidroperéxidos, bleomicina, fenilidrazina, raios-X, luz UV, estreptonigrina e

agentes cross-link, como mitomicina-C (MARON & AMES, 1983).
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e Manutencao e estoque das cepas de S. typhimurium:

As cepas de S. typhimurium foram mantidas em tubos para
congelamento (1,5 mL) a -70°C para que se mantivessem inalteradas todas
as suas caracteristicas genéticas. Para cada 0,9 mL de cultura foi adicionado
0,1 mL de DMSO substéncia crioprotetora. As caracteristicas genéticas das

cepas foram checadas rotineiramente.

e Preparo dos inécuos de S. typhimurium utilizados nos ensaios:
Com auxilio de alga de inoculagdo, pequena quantidade de cultura
estoque congelada foi semeada em 30 mL de caldo nutriente (Oxoid n.2),
incubada a 37°C, por 12-16 horas, em banho maria (37°C) com agitacao (160

rpm), de modo a obter uma densidade de 1-2 x 10° bactérias/mL.

e Meios de cultura:

Os meios de cultura e solugdes necessarios para os ensaios de
mutacao reversa foram preparados de acordo com as especificacbes de
Maron e Ames (1983). Foi utilizado agar minimo glicosado (AMG), constituido
de agar glicose (20 g de glicose, 15g de Bacto agar e 930 mL de agua
destilada) e meio Vogel Bonner “E” 50x concentrado (10 g de magnésio
heptahidratado, 100 g de &cido citrico, 175 g de fosfato de sddio e aménio,
500 g de fosfato de potassio dibasico e 670 mL de &agua destilada) na
proporcao de 908 mL para 20 mL respectivamente.

O agar superficie (“top-agar”) foi composto de 0,5 g de cloreto de
sédio, 0,6 g de Bacto agar e 100 mL de agua destilada, acrescido de 10 mL
de uma solugéo de L-histidina 0,096 mg/mL (Sigma) e D-biotina 0,123 mg/mL

(Sigma).
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Os meios de cultura depois de preparados foram esterilizados em

autoclave a 121°C por 15 minutos.

¢ Preparo da mistura de S9:

Foi utilizada a fragdo microssomal S9 homogeneizada de figado de
rato (fragdo pds-mitocondrial, suplementada com um cofator, preparada a
partir de figado de roedores tratados com agentes indutores de enzimas,
aracloror 1254). Essa fragdo foi obtida comercialmente da MOLTOX
(Molecular Toxicology, Inc. USA). Para o preparo da mistura de S9, todas as
solugdes (cloreto de magnésio 0,4 M, cloreto de potassio 0,4 M, glicose-6-
fosfato 1M, B-nicotinamida adenina dinucleotidifosfato 0,1 M, tampé&o fosfato
0,2 M pH 7,4 e agua destilada) inclusive a fracdo S9 hidratada, foram
mantidos em banho de gelo durante todo o ensaio, preparadas sempre a

fresco e utilizadas por um periodo de no maximo 3 horas.

5.3 Metodologia:

De acordo com a metodologia de pré-incubagdo desenvolvida por
Moran e Ames (1983), diferentes concentragdes das substancias foram
misturadas a 0,5 mL de tampé&o fosfato 0,2 M pH 7,4; 0,1 mL de cultura de
bactérias e incubadas 20-30 minutos a 37°C. Nos ensaios com ativacao
metabdlica, foram adicionados, em substituigdo ao tampao fosfato, 0,5 mL da
mistura S9. Decorrido o tempo de incubacao, 2 mL de “top agar”, contendo
tragcos de L-histidina e D-biotina, foram adicionados a mistura presente nos
tubos. O conteudo de cada tubo, assim composto, foi levemente
homogeneizado em vértex e vertido sobre a superficie de uma placa

contendo agar minimo glicosado. Ap6s solidificacao do “top agar”, as placas
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foram incubadas por 48 horas, a 37°C. Ap6s término deste periodo, foi
realizada a contagem do numero de colbnias revertentes por placa. Os
ensaios foram realizados em triplicata.

O controle negativo foi realizado com DMSO, solvente utilizado nas
solugdes das substancias. O controle positivo, para confirmagdo das
propriedades de reversao e especificidade de cada cepa, para 0 ensaio sem
ativagao metabdlica foi 4-nitrofenilenodiamina (NPD) para as linhagens TA98
e TA97a, azida sédica para a linhagem TA100 e mitomicina para a linhagem
TA102. Nos ensaios com ativacado metabdlica foi empregado o composto 2-

antramina para todas as linhagens.

5.4 Analise dos dados:

Os dados da mutagenicidade obtidos das substéancias pristimerina,
tingenona e plumericina foram analisados pelo programa estatistico Salanal
elaborado e gentilmente cedido pelo Dr. L. Myers do Research Triangle
Institute, RTP, Carolina do Norte, USA, por intermédio da Dra. Maria Inés
Sato (CETESB). Esse programa permite avaliar o efeito concentragéo-
resposta através do calculo da analise da variancia (ANOVA) entre as médias
do numero de revertentes nas diferentes doses testadas e o controle
negativo, seguido de uma regressao linear. O modelo do programa escolhido
para a andlise dos dados foi 0 modelo Bernstein (BERNSTEIN et al, 1982).

Além da analise de variancia foi calculada a razao de mutagenicidade
(RM) para cada concentragdo analisada, que € o quociente entre as médias
do numero de revertentes por placa das concentragdes testadas e o controle
negativo (reversdes espontaneas). As amostras foram consideradas com

resultados positivo quando a RM foi maior ou igual a 2 em pelo menos uma
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das doses testadas e quando houve uma relacdo dose resposta entre as
doses testadas e o numero de revertentes induzidos. Por sua vez, as
amostras foram consideradas negativas quando a mesma ndo induziu
aumento significativo no numero de revertentes e seus RM foram todos
menores que 2.

Quando houve uma diferenca estatisticamente significativa entre o
grupo tratado e o controle negativo, mas a RM for menor que 2, as amostras
foram consideradas como causadoras de indicios de mutagenicidade. Isso
significa dizer que a amostra apresenta capacidade de ocasionar danos ao

DNA, mas nas condi¢cdes empregadas, sua mutagenicidade néo foi efetiva.

5.5 Resultados:

As Tabelas 5.1, 5.2 e 5.3 reunem os resultados dos ensaios de
mutagenicidade. Observou-se apds a analise dos dados, que nenhuma das
concentracbes das substancias testadas em quaisquer das diferentes
linhagens diferenciou-se estatisticamente dos respectivos controles
negativos. Cada concentragao analisada ndo induziu aumento significativo no
niamero de revertentes, e seus RM foram todos menores que 2, indicando
auséncia de mutagenicidade de pristimerina, plumericina e tingenona na

auséncia ou presencga de ativagdo metabdlica (S9).
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6. DISCUSSAQO
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6.1 Pristimerina e tingenona

Pristimerina e tingenona apresentam-se como cristais amorfos
alaranjados, pertencem a classe dos nor-triterpenos quinonametideos. A
estrutura da pristimerina foi elucidada por A. W. Johnson et al em 1963 e
posteriormente confirmada por analise de raios-X por Ham et al em 1970
(HAM et al, 1970). Trés anos apds, a estrutura da tingenona foi descrita por
métodos quimicos e espectrais por Monache et al (MONACHE et al, 1973) e
revisada por Gunatilaka et al em 1989 (GUNATILAKA et al, 1989).

Sdo metabdlitos secundarios isolados de caules e raizes
exclusivamente de plantas das familias Celastraceae e Hippocrateaceae,
sendo considerados marcadores taxondmicos destas familias (ALVARENGA
et al; 1999).

Algumas plantas da familia Celastraceae (Figura 6.1) sao utilizadas na
medicina popular de diversas regides da Africa (KHALID et al, 2007), América
do Sul (ITOKAWA et al, 1993) e China (LUO et al, 2005). Um dos géneros
mais estudados € Maytenus, uma rica fonte de triterpenos quinonametideos.
Ao género foram atribuidas uma série de atividades biol6gicas, como
antimicrobianas, antimaléricas, citotdéxicas (KHALID et al, 2007), tratamento
de artrites, cancer de pele, entre outras (LIBY et al, 2007).

A pristimerina e tingenona sdo atribuidas atividades biolégicas
potentes in vitro, a maioria delas relacionadas ao seu carater citotoxico.
InUmeros artigos na literatura descrevem os valores de 1Csg contra os mais
diversos parasitas e linhagens tumorais humanas e animais. A pristimerina
mostrou ser mais potente (e a tingenona atividade similar) que o metronidazol

contra Giardia intestinalis (MENA-REJON et al, 2007) e atua contra
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Leishmania major e Plasmodium falciparum (KHALID et al, 2007; TAHIR et al,
2001), embora menos ativa que as drogas convencionais em uso (PAVANAD
et al, 1989). Apresentou também acdo antiinflamatéria significativa em

modelos experimentais animais (HUI et al, 2003).

Figura 6.1: Maytenus ilicifolia (Celastraceae), conhecida popularmente no Brasil como
espinheira santa.

A tingenona mostrou ser forte modulador do sistema imunoldgico
(MOREIRA et al, 2001) e ativa contra o Trypanossoma cruzi com inibicao
total do crescimento do parasita (GOJIMAN et al,1985). Relata-se também
gue a tingenona, mesmo em baixas doses, inibe a sintese de proteinas e
RNA (ANGELETI et al,1974).

Gojiman et al (1985) apontaram 0 mecanismo mais provavel da
citotoxicidade de tingenona sua interacdo com DNA. Campanelli et al (1980)
também relataram a interacdo com o DNA como provavel mecanismo
responsavel pela acao antineoplasica do composto, embora esta evidéncia
ndo tenha sido comprovada por métodos espectrais (CAMPANELLI et

al,1980). Tal interagdo também ndo foi comprovada pelo presente trabalho
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através de método in vitro, para tingenona e pristimerina, através do estudo
da atividade mutagénica, onde a interacdo das substancias com o DNA
bacteriano promove a reversao da mutagéo inicial das cepas. A auséncia de
mutagenicidade dos compostos e de seus metabdlitos, obtidos pelo
tratamento com S9, foi indicio de auséncia de interagdo com DNA, conferindo
seguranga ao emprego terapéutico dos compostos.

Na avaliagdo da citotoxicidade de pristimerina e tingenona frente as
linhagens tumorais LM3 e LP07, estes compostos foram os mais ativos frente
aos estudados; sendo mais ativos que o paclitaxel, composto de origem
natural e atualmente empregado na terapéutica. Nao se observou distingées
significativas de 1Cso dos compostos frente a cada uma das linhagens (Figura
3.7).

WU et al (2005) realizaram a primeira investigacdo do mecanismo de
acao da pristimerina, relatando a indugédo rapida de apoptose celular em
estudo in vitro sob células de linhagem tumoral humana de mama (MDA-MB-
231) causada pela substancia. Nesse estudo, pristimerina se mostrou 3
vezes mais seletiva para células tumorais em relagdo as nao tumorais.
Conclui-se que a apoptose foi induzida ndo pela producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), mas por desencadear mecanismo intrinseco
celular, pela acdo direta na mitocéndria. Induz a permeabilizacdo da
membrana, levando a apoptose dependente de caspase. Nenhuma
consideracao relacionando estrutura e atividade da molécula foi mencionada.

Caspases constituem uma familia de proteases baseadas em cisteina,
enzimas com um residuo de cisteina capazes de clivar outras proteinas

depois de um residuo de acido aspartico (cysteine-aspartic-acid-protease).
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Desempenham um papel central na apoptose, via mecanismo
intrinseco de ativacao (Figura 6.2). Substratos das capases podem ser outras
caspases, promovendo uma ativagdo em cascata, inibidores de apoptose
(como Bcl-2), ou proteinas cuja clivagem leva ao desmembramento celular —
fragmentacdo de DNA, condensagcdo da cromatina, entre outros

(MOVASSAGH & FOO, 2008).
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Figura 6.2 : Mecanismos intrisicos e extrinsicos de indu¢do a apoptose
(MOVASSAGH & FOO, 2008)

Yang et al (2007) em estudo de linhagens humanas de cancer de
préstata (PC-3, LNCaP e C4-2B) confirmaram a interagcdo de pristimerina

com caspase, € também uma possivel interacdo entre a pristimerina e a
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subunidade 5 do proteossoma, outro mecanismo indutor de apoptose.
Mostrou-se que o grupamento cetdnico conjugado a ligagdo dupla do Cg da
pristimerina pode interagir com a por¢cao N-terminal do amino&cido treonina
(Thr) da subunidade F5 proteossomal. Para melhor entendimento da
interacdo entre a molécula de pristimerina e o proteossoma, a andlise de
susceptibilidade nucleofilica da pristimerina foi realizada pelo programa
Quantum CAChe (Figura 6.3). A molécula mostrou-se altamente suscetivel
ao ataque nucleofilico no C, do anel A e no Cg do anel B. Tais regides
constituem-se em pontos de interagdo entre a pristimerina e o grupo hidroxila

(OH) da treonina N-terminal da subunidade 5 (YANG et al, 2007).

Figura 6.3: Numeragéo e andlise da susceptibilidade nucleofilica da pristimerina.
(YANG et al, 2007).

Liby et al (2007) descrevem a importancia de grupamentos carbonila
a,B-insaturados para a agéo antiinflamatoéria de derivados sintéticos do acido
oleandico (triterpendides), levando a citoprotecdo. Um destes compostos é o
acido 28-(2-ciano)-3,12-dioxooleanan-1,9(11)-dienéico (CCDO). Embora o

precursor acido oleandico seja fracamente antiinflamatério e antitumoral, os




52

derivados induziram apoptose seletivamente em linhagens humanas in vitro,
promoveram diferenciacdo das células tumorais e suprimiram o crescimento
tumoral. Acredita-se que o mecanismo de agdo dos triterpendides seja
mediado pela adicdo de Michael com ataque nucleofilico a grupamentos de
proteinas, como grupos sulfidrila (-SH) de residuos de cisteina.
Comparativamente as moléculas dos referidos derivados, tingenona e
pristimerina seriam ainda mais suscetiveis a estes ataques, acreditando-se
ser este um possivel mecanismo de agao destas substancias. As 5 estruturas
canbnicas de ressonancia demonstram que as moléculas sado altamente
suscetiveis a ataques nucleofilicos (Figura 6.4), sendo mais importantes as

posi¢cdes C, e Cg (Figura 6.3).
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Figura 6.4: Estruturas canoénicas de ressonancia de tingenona e pristimerina.

Quando vislumbramos as moléculas em trés dimensdes otimizadas no
programa ACD/ChemSketch 4.0, observamos um menor impedimento

estérico de pristimerina (e da tingenona, cuja Unica modificagdo esta no anel
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E) em relacdo ao CCDO, devido a orientacao planar dos anéis A e B (Figura

6.5).

pristimerina

Figura 6.5: Estruturas tridimensionais de CCDO e pristimerina.

Como a reagao de Michael é reversivel (Figura 6.6), torna-se dificil o
isolamento e identificacdo desse complexo. Entretanto, foi observado
experimentalmente que o tratamento in vitro de linhagens celulares com

CCDO na presenca de compostos com grupamentos -SH como
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N-acetilcisteina apresentou menor toxicidade em relagdo ao tratamento

somente com CCDO (LIBY et al, 2007).

Figura 6.6: Representacao da reagéo de Michael entre N-acetilcisteina e a posigéao 6
da tingenona ou pristimerina.

Resultado semelhante foi obtido no tratamento de pristimerina e
tingenona na presenca de N-acetilcisteina (Figura 3.8 e 3.9). Para ambas as
linhagens estudadas (LM3 e LP07) houve queda na citotoxicidade,
evidenciada pelo aumento do ICsg nos tratamentos em auséncia e presenca
de N-acetilcisteina.

A queda da citotoxicidade ocorre porque os triterpenos sao
sequestrados quimicamente, ficando menos disponiveis para interagées com
as células.

Observou-se que esta hipétese foi confirmada pelos resultados
observados na linhagem LM3: as substédncias com maior facilidade de
interacdo com N-acetilcisteina apresentaram as maiores altas nos valores de
ICs0, na seqliéncia tingenona >pristimerina >plumericina > acetato e

bauerenila.
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Entretanto, provavelmente outro mecanismo deve estar envolvido na
toxicidade das substancias frente a linhagem LP07, pois nenhuma correlacéao
estrutural entre os aumentos de ICs € as estruturas dos compostos pode ser
evidenciada. Pelo contrario, adicdo de N-acetilcisteina induziu a uma
diminuicao de cerca de 5 vezes no ICsy do acetato de bauerenila.

Os resultados da analise espectroscédpica confirmaram a interagcao
entre N-acetilcisteina e os triterpenos. Apdés o tratamento com N-
acetilcisteina, observou-se queda na absorbancia para ambos os compostos
na regido de comprimento de onda proximo a 420 nm. Visto que a
concentragdo dos triterpenos foi mantida constante para a confecgdo da
curva-controle e no tratamento com N-acetilcisteina, a diminuicdo na
absorcéao indica diminuicdo da concentracdo de triterpeno livre, confirmando
a interacdo. Observou-se que a resposta ocorreu ja ap6s 30 minutos de
reacao.

Com base nos resultados e consideracoes apresentadas, o provavel
mecanismo de acdo de pristimerina/tingenona é a inducdo de apoptose
caspase dependente, via a interacao das substancias com o residuo de
cisteina da caspase.

Pristimerina e tingenona possuem potencial citotéxico evidenciado nas
linhagens tumorais LM3 e LP07. Contudo, o teste de Ames demonstrou que
nao existe mutagenicidade, o que sugere que essas moléculas ndo interagem
com o DNA.

Os anéis A e B parecem ser essenciais para esta atividade.

A aplicagcdo dessas moléculas na terapéutica mostra-se um campo

fértil, argumento confirmado pelas patentes depositadas:
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1. utilizacdo de celastréides como pristimerina e derivados para
tratamento de reumatismo (WIEMANN,1992);

2. sintese de derivados de pristimerina para acao antiinflamatéria e
antitumoral (WANG, 2003);

3. utilizacdo de celastroides para tratamento de doencas inflamatérias,
neurodegenerativas e antineoplasicas (DEVLIN, 2004);

4. derivados de triterpenoquinonas e triterpenofendis e suas aplica¢des
para o tratamento de doencas tumorais e parasitarias (SANJUAN et al,

2007).

6.2 Plumericina

Plumericina € um iridoide extraido de espécies vegetais da familia

Apocynaceae, como Allamanda sp. e Plumeria sp (STEPHENS et al

2007)(Figura 6.7 ).

Figura 6.7: Espécies da familia Apocynaceae.
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No presente estudo, a plumericina mostrou razoavel efeito citotoxico
nas linhagens utilizadas em relacdo as demais moléculas estudas, com ICs
de 0,035 pmol/mL na linhagem LM3 e 0,025 umol/mL na linhagem LPOQ7.

Contudo, diferentemente da pristimerina e tingenona, existem
escassos relatos na literatura relacionados a atividade bioldgica desta
substancia. Citam-se atividades antifungicas (BOLZANI et al, 1999) e algicida
(KARDONO et al, 1990). Dados relacionados a atividade citotdxica in vitro em
linhagens tumorais s&o controversos: Kader et al (1997) relatam a baixa
atividade citotoxica da plumericina em linhagem tumoral humana Madison de
pulméo (M109), enquanto que Kardono et al (1990) e Anderson et al (1988)
apresentaram resultados mais promissores frente as linhagens estudadas,
mas nao destacam a molécula como promissora para atividade antitumoral.

O estudo da mutagenicidade da plumericina demonstrou auséncia de
atividade mutagénica da molécula e de seus metabdlitos, gerados pelo
tratamento com S9. Esse dado sera uma contribuicdo valiosa para um futuro
emprego do composto na terapéutica, pois se incrementa um fator de
seguranga a utilizagdo da molécula.

Com base na estrutura da plumericina, observa-se que ela também
possui dois grupamentos carbonilicos o,B-insaturados, que seriam
susceptiveis a ataques nucleofilicos, o que poderia justificar um possivel
mecanismo de acdo (Figura 6.8). Este argumento foi evidenciado pelo
tratamento com N-acetilcisteina, devido ao aumento de 1Cso, embora com

menor magnitude que para pristimerina e tingenona.
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Figura 6.8: Conformacdes mais estaveis da plumericina (STEPHENS et al, 2007).

6.3 Demais moléculas

As demais moléculas se mostraram de 10 (cromeno) a 1000 (acido
clorogénico) vezes menos potentes que os compostos mais citotdxicos,
tingenona e pristimerina. Em reviséo bibliografica, nenhum destes compostos
se destaca por atividades antitumorais ou citotéxicas, o que confirma os
resultados obtidos.

Apesar de o esqueleto carbbénico do acetato de bauerenila (um
triterpeno pentaciclico) ser semelhante ao da tingenona e pristimerina, os
anéis A e B nao apresentam grupamentos carbonila a,B-insaturados que
tornam as moléculas suscetiveis a ataques nucleofilicos. Portanto, a
similaridade dos ICsy, entre pristimerina e tingenona e sua grande
discrepancia em comparagdo com o acetato de bauerenila reforca a
importancia dos anéis A e B na citotoxicidade. Assim, a menor citotoxicidade
do acetato de bauerenila pode ser explicada pela menor interagdo da
molécula com os residuos de cisteina (Item 6.1). Apesar de menor que para

0s demais compostos testados, houve diminuicdo da citotoxicidade no
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tratamento com N-acetilcisteina na linhagem LM3, embora sob mesmo
tratamento a substancia seja mais toxica na linhagem LP07, sugerindo um
outro mecanismo de toxicidade deste composto, ainda ndo desvendado.

Os demais derivados fenodlicos estudados nao apresentaram relagéao
entre estrutura e atividade citotoxica. Os compostos acido p-cumarico e acido
clorogénico apesar das semelhancas estruturais, ndao puderam ser
relacionados, pois acido p-cumarico foi mais citotdéxico para a linhagem LM3
que o acido clorogénico, embora este tenha sido mais citotéxico na linhagem

LP07, assim a relacéo estrutural com a citotoxicidade resultou inconclusiva.



7. CONCLUSOES
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Através do presente estudo podemos chegar as seguintes conclusoes:
Tingenona, pristimerina, plumericina e cromeno foram mais ativos que
o controle positivo, taxol para as linhagens tumorais LM3 e LP07;

Os grupamentos carbonila a,B-insaturados dos anéis A e B de
pristimerina e tingenona parecem ser mais importantes para a
citotoxicidade das moléculas que o anel E, visto a similaridade dos ICsg
entre pristimerina e tingenona e sua grande discrepancia em
comparacao com o acetato de bauerenila;

A interagdo de pristimerina e tingenona com residuos de cisteina €
favorecida pela suscetibilidade a ataques nucleofilicos destes nor-
triterpenos quinonametideos, comprovada por métodos bioldgicos e
espectrofotométricos, sugerindo um provavel mecanismo de agao;
Tingenona, pristimerina e plumericina n&o exibem atividade
mutagénica pelo teste de Ames, na presenca ou auséncia de ativagao
metabdlica (S9);

Para os demais compostos nao foi possivel estabelecer relacao entre
estrutura e atividade citotoxica nas linhagens tumorais estudadas.

Com base nos resultados obtidos e no levantamento bibliografico

realizado, pristimerina e tingenona se mostraram as substancias mais

promissoras para estudos complementares posteriores.
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