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RESUMO

As DNA Topoisomerases sdo classes de enzimas que controlam a topologia do DNA e
séo expressas de 25 a 300 vezes mais em tecidos tumorais sendo alvos importantes no
desenvolvimento de drogas anti-cAncer. Importantes quimioterdpicos anti-cancer
inibidores das topoisomerases | e 1l séo originados de plantas. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade antiproliferativa de extratos e substancias puras obtidas
das espécies Combretum laxum, Hyptis crenata, Ocotea lancifolia, Aiouea trinervis,
Guarea kunthiana, Nymphaea amazonum, Galianthe thalictroides,Pogonopus tubulosus e
Parmotrema lichexantonicum, e a atividade inibitoria sobre as topoisomerases | e Il
humanas, bem como avaliar o indice de seletividade nas células neoplasicas. O teste de
citotoxicidade pelo corante sulforrodamina B foi realizado em 9 linhagens de células
neoplasicas e 2 de células normais. Os compostos da raiz de Combretum laxum
apresentaram potente atividade antiproliferativa em células de mama (MCF-7) e a
metoxicoelonina foi mais seletivo em células de melanoma humano. O &cido carndsico e
0 acido carnosolico isolados da planta Hyptis crenata apresentaram atividade moderada e
seletividade em células B16-F10. Os dois alcaloides RC6-2 e RC6-5 da espécie Galianthe
thalictroides apresentaram potente atividade frente as linhagens MCF-7 e B16-F10, bem
como a fracdo 6 de origem. A atividade inibitéria das topoisomerases foi avaliada em
extratos, fracOes e substancias puras que apresentaram valor de TGI<30 pg/mL. A
topoisomerase II foi inibida totalmente pela xantona 17 e alcaldide B-carbolinico RC6-2 e
RC6-5 (100 uM) e parcialmente pelas xantonas 15 e 16 (200 pM), metoxicoelonina,
acido carnosolico e o alcaloide PGC12 (100 uM). A topoisomerase | foi inibida por
alcaldides [B-carbolinicos RC6-2 e RC6-5, acido pisiférico e a xantona 17. Estes
resultados indicam que a potente citotoxicidade foi mediada por inibicdo das
topoisomerases e que esses compostos sdo candidatos a estudos terapéuticos do
tratamento do cancer.

Palavras-chave: citotoxicidade, topoisomerases, atividade anti-cancer



ABSTRACT

DNA topoisomerases are classes of enzymes that control DNA topology.
Because their expression is 25 to 300 fold higher in tumor tissues, they are valuable
targets for the development of anti-cancer drugs. A number of important anticancer
chemotherapeutic agents capable of inhibiting topoisomerases | and Il are derived from
plants. The purpose of this study was to evaluate the antiproliferative activity of extracts
and pure compounds obtained from the species Combretum laxum, Hyptis crenata,
Ocotea lancifolia, Aiouea trinervis, Guarea kunthiana, Nymphaea amazonum, Galianthe
thalictroides, Pogonopus tubulosus, and Parmotrema lichexantonicum, as well as to
assess their inhibitory activity on human topoisomerases | and Il and determine
selectivity indices against neoplastic cells. Cytotoxicity tests based on sulforhodamine B
dye were performed on 9 lines of neoplastic cells and 2 lines of normal cells. The
compounds obtained from Combretum laxum roots exhibited potent antiproliferative
activity against breast cells (MCF-7). Methoxycoelonin proved more selective against
human melanoma cells. Carnosic acid and carnosolic acid isolated from Hyptis crenata
showed moderate activity and selectivity against B16-F10 cells. RC6-2 and RC6-5, two
alkaloids from Galianthe thalictroides, exhibited potent activity against the MCF-7 and
B16-F10 cell lines, as did fraction 6 of the original extract. Topoisomerase-inhibiting
activity was assessed in extracts, fractions, and pure compounds with TGI values lower
than 30 pg/mL. Topoisomerase Il was totally inhibited by xantone 17 and alkaloids -
carboline RC6-2 and RC6-5 (100 puM) and partially inhibited by xantone 15 and 16 (200
KUM), methoxycoelonina (CP8), carnosolic acid, and the alkaloid PGC12 (100 uM).
Topoisomerase | was inhibited by alkaloids B-carboline RC6-2 and RC6-5, pisiferic acid,
and xantone 17. These results indicate that the potent cytotoxicity detected is mediated by
topoisomerase inhibition, a feature that renders these compounds suitable candidates for
cancer treatment trials.

Keywords

cytotoxicity, topoisomerases, anti-cancer activity
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1. INTRODUCAO

O Estado de Mato Grosso do Sul possui em seu territorio dois biomas peculiares do
Brasil, o Pantanal e o Cerrado. Estes dois biomas apresentam caracteristicas muito
particulares e as espécies que 0s habitam desenvolveram mecanismos para adaptacdo e defesa
fazendo uso de seu metabolismo secundario.

Os metabdlitos secundarios sdo os principais compostos com atividade biolégica. Muitas
destas substéncias ja foram modelos para o desenvolvimento de medicamentos como
procaina, cloroquina, ou de farmacos imprescindiveis para o tratamento do cancer.

Neste contexto, a biodiversidade da regido Centro-Oeste revela 6timas oportunidades para
pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos. A investigacdo quimica monitorada por
ensaios de atividade biolégica das plantas pode conduzir a descobertas de novas substancias
com atividades anti-cancer dentre outras atividades, que podem ser empregados ou servir
como modelo para o desenvolvimento de novos farmacos.

Deste modo, foi realizado estudo guiado para screening de substancias anti-cancer a
partir de extratos, fracGes e subfracfes obtidos de plantas do Cerrado do Estado de Mato
Grosso do Sul (MS), na busca de substancias com potencial atividade anti-cancer.

Alguns extratos e compostos foram obtidos por estudo guiado neste trabalho e outros
com prévio conhecimento acerca da atividade antiproliferativa em plantas das familias
Lauraceae, Combretaceae, Lamiaceae, Rubiaceae, Parmeliaceae coletadas também no
Cerrado de MS (FIGUEIREDO et al., 2011; MICHELETTI et al., 2011; GARCEZ et al.,
2011; 2006; 2000; GARCEZ et al.,2009).

A atividade anti-cancer foi avaliada in vitro pelo modelo de culturas de células
neoplasicas. Modelo este que apresenta diversas vantagens como: 1. o estudo do
comportamento das células em condi¢des controladas, 2. teste com amostras em concentracdo
conhecida e 3. alternativa para a reducdo dos ensaios in vivo, na etapa de triagem,
corroborando com os principios éticos da utilizacdo de animais em experimentos. Estas
vantagens garantem que a cultura de células seja insubstituivel no desenvolvimento de drogas
anti-cancer. Outro fator positivo é que sdo muito utilizadas como métodos alternativos aos
testes farmacoldgicos em oOrgdos isolados (CINGI et al.,, 1991; HAMBURGER E
HOSTETTMANN, 1991).
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Neste estudo a inclusdo de células normais no modelo de citotoxicidade in vitro,
possibilitou a obtencdo da seletividade para as células neoplasicas em relacdo as normais. A
busca desta seletividade justifica-se pelo fato de que mesmo quimioterdpicos de uso corrente
na terapéutica apresentam citotoxicidade em células normais in vitro (GONCALVES et al.,
2006, HENRIKSSON et al., 2006) e in vivo (KATZUNG, 2010).

Assim, a busca de produtos naturais bioativos para uso direto ou empregando-se 0s
produtos derivados obtidos por modificagfes estruturais no intuito de aumentar a efetividade e
a absor¢do ou diminuir a toxicidade com seletividade para as células tumorais pode fornecer
subsidios no desenvolvimento de novos agentes anti-cancer.

A fim de elucidar um possivel mecanismo de agdo das amostras com atividade
antiproliferativa, foi padronizado e realizado o teste de inibi¢cdo das enzimas topoisomerases |
e 1l humanas. Estudo inovador para a equipe do Laboratério de Biologia Molecular e Culturas
Celulares da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

O modelo da cultura de células neoplasicas contribuiu tanto para evidenciar a atividade
antiproliferativa de produtos naturais, quanto para a obtencdo de enzimas e extratos nucleares

que no futuro podera também contribuir para a area de biotecnologia.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O uso de produtos naturais para o tratamento de doengas que acometem o ser humano
é uma pratica empregada had muito tempo. Antigos registros descritos por chineses e egipcios,
ou ainda a propria Biblia descrevem a utilizacdo de produtos naturais para fins medicinais, 0s
quais eram usados de forma habitual por varios povos (GRUNWALD, 1995; CRAGG et al.,
1997; CALIXTO, 2000). Vérios filosofos sdo destacados por suas obras sobre histdria natural.
Dentre eles, destacam-se Hipdcrates, considerado o pai da medicina moderna, que acreditou
na natureza como guia de escolha dos remédios (Natura medicatriz) e Teofrasto (372 aC), que
escreveu varios livros sobre a historia das plantas. E deste o registro da espécie botanica
Papaver somniferum, o 6pio, cujo principio ativo € a Morfina (PINTO et al., 2002).

A prética da cura pelas plantas continua e o uso das plantas medicinais muitas vezes é
0 Unico recurso terapéutico para varias comunidades e grupos étnicos. Segundo dados da
Organizacdo mundial de Saude (OMS, 2002) cerca de 80% da populagdo mundial preferem as
terapias tradicionais nos cuidados primarios da saude, seja por fatores culturais, financeiros ou
geogréaficos. A maior parte das terapias tradicionais envolve o uso de plantas in natura ou
produtos manufaturados a partir de seus extratos e principios ativos.

No Brasil, a concepc¢éo de que as plantas devem ser usadas com fins terapéuticos e que
a pesquisa com plantas deve ser incentivada foi ratificada a partir de 2006 quando foi
aprovada a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos - Decreto n° 5.813, de 22
de junho de 2006. Os objetivos especificos deste Projeto foram voltados para producéo,
distribuicdo e uso de plantas medicinais e fitoterapicos a partir dos modelos e experiéncias
existentes no Brasil e em outros paises.

E importante que haja incentivo para os estudos que buscam elucidar as atividades
biologicas das espécies vegetais, pois 0 uso domiciliar de plantas com fins terapéuticos tem
aumentado conforme constatado pelos trabalhos realizados em diversas regides brasileiras,
onde é comum a comercializacdo de plantas em feiras livres e mercados populares (MACIEL
etal., 2002; AZEVEDO E SILVA, 2006; MAIOLI-AZEVEDO; FONSECA-KRUEL, 2007).

Desta forma, as pesquisas com o proposito de obter novos medicamentos a partir de
plantas, ou de aprimorar os fitoterapicos ja existentes vém assumindo um papel importante
nas ultimas décadas. A maioria (65%) dos farmacos comercializados no mundo é de origem

natural ou de produtos sintéticos baseados em produtos naturais (CALIXTO et al., 2001).
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Neste contexto, 30% dos medicamentos produzidos pelos paises desenvolvidos séo
provenientes de recursos naturais. No periodo de 1981 a 2002, dos 90 farmacos analisados
pela Annual Reports of Medicinal Chemistry, 61 foram derivados semi-sintéticos de plantas e
9 oriundas de produtos naturais. Estima-se que 25% dos farmacos prescritos no mundo
provém de plantas.

Dos 252 farmacos considerados basicos pela OMS, 11% sdo exclusivamente de origem
vegetal e varios outros sdo substdncias extraidas de plantas e usadas como protétipos
(BRANDAO, 2010; RATES, 2001). A classe de medicamentos derivados de plantas
contempla os quimioterapicos anti-cancer onde até 2003, 61% das substancias introduzidas
como farmacos derivaram de produtos naturais e esse valor sobe para 74% na area anti-cancer
(ROUHI, WASHINGTON, 2003).

2.1 Cancer e Plantas Medicinais

O céncer é uma doenca multifatorial que tem se destacado pela crescente prevaléncia
que o caracterizou como problema de saude publica. Segundo a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS), em 2002 foram 10 milhdes de novos casos e 6 milhdes de mortes. Para 2020,
as estimativas indicam que serdo 15 milhdes de casos novos e 12 milh6es de mortes por
cancer.

No Brasil, as estimativas sdo de 489 mil casos novos de cancer para 2011 e a previséo
para 2020 € de 300 mil mortes (BRASIL, 2009). Os povos das nacdes em desenvolvimento
devem ser mais acometidos pelo cancer. O Instituto Nacional do Cancer (INCA) considera
dois aspectos importantes para justificar este fato, primeiro a mudanca na piramide etaria que
levard ao envelhecimento da populacdo e o segundo, o estilo de vida cada vez menos
saudavel.

Muitos farmacos utilizados para o tratamento de cancer sdo obtidos de plantas,
originados ou derivados delas (Figura 1). Destacando-se os alcaldides vegetais como 0s
alcaloides da vinca (vimblastina e vincristina), cujo efeito antiproliferativo se da pela inibicéo
do fuso mitético, interrompendo a divisdo celular na metafase. O taxol, éster alcal6ide
derivado do teixo ocidental (Taxus brevifolia) e do teixo europeu (Taxus baccata), (conhecido
comercialmente como Paclitaxel®) apresenta acdo semelhante aos alcaloides da vinca,
inibindo o fuso mitotico, dimerizacdo da tubulina e estabilizacdo dos tabulos, protegendo-os

da despolimerizacdo o que resulta na perda da viabilidade celular (CORREA, 1995).
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Figura 1 - Quimioterapicos anti-cancer obtidos de plantas e derivados semi-sintéticos.
Fonte: GRANADA et al., 2007

Outros alcaloides usados no tratamento anti-cancer com diferente mecanismo de acéo
sdo as podofilotoxinas (ou epipodofilotoxinas), extraidas da raiz do podofilo (Podophyllum
peltatum), cujos derivados semi-sintéticos sao o etoposideo e o teniposideo e apresentam acao
pelo blogueio das células nas fases S e G2 e inibicdo da enzima topoisomerase Il. Ha ainda a
camptotecina, alcaldide proveniente do arbusto Camptotheca acuminata e seus derivados
irinotecan e topotecan que inibem a enzima topoisomerase I, influenciando negativamente nas
etapas de replicacdo e transcricdo o que promove lesdo no DNA (GRANADA et al., 2007;
MANTLE, LENNARD, PICKERING, 2000).

Na fig. 2 estdo evidenciadas as fases do ciclo celular onde cada classe de farmacos

anti-tumoral atua, destacando-se os alcaloides supracitados, que atuam nas fases S e G2.
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Figura 2 - Atividade dos quimioterapicos em cada fase do ciclo celular animal.
Fonte: ALMEIDA et al., 2005

Pesquisas norte-americanas demonstraram que 118 dos 150 farmacos mais prescritos
foram originalmente derivadas de organismos vivos: 74% de plantas, 18% de fungos, 5% de
bactérias e 3% de vertebrados (ASSAD et al, 2005). No periodo de 1981 a 2006 a Food and
Drug Administration (FDA) aprovou 1184 novas entidades quimicas das quais 70% sé&o
derivados de produtos naturais, principalmente de origem vegetal. Das substancias anticancer
apenas 22% das &1 novas entidades quimicas relatadas sdo de origem exclusivamente
sintética e a maioria restante tem origem natural, seja como protétipo, apresentando o grupo
farmacoforo de origem natural ou mimetizando a acdo deles (NEWMAN; CRAGG, 2007).

No Brasil, muitas espécies vegetais sdo usadas como medicamento de forma empirica
sem respaldo cientifico, o que infere a necessidade de estudos, uma vez que o Cerrado
Brasileiro é considerado um hotspot' mundial, uma regido que concentra alto nivel de
biodiversidade (FOGLIO et al., 2006).

A erradicacdo de tumores constitui um dos grandes desafios da medicina contemporanea,
e resultados promissores tém sido obtidos com diversas espécies vegetais no Brasil
(ESTEVES-SOUZA et al., 2006; ALMEIDA et al., 2005; PINTO et al., 2002).

! Hotspot é toda area prioritaria para conservac¢éo devido a ameaca de extingdo no mais alto grau, com pelo
menos 1500 espécies endémicas de plantas e que tenha perdido mais de % de sua vegetacdo original. O
conceito hotspot foi criado em 1988 pelo ec6logo inglés Norman Myers para resolver um dos maiores dilemas
dos conservacionistas que era determinar quais as areas mais importantes para preservar a biodiversidade na
Terra, pois ndo esta igualmente distribuida no planeta. No ano 2000, existiam 25 hotspots, até 2006 aumentaram

para 34.
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No Estado de Mato Grosso do Sul, hd uma variedade de espécies vegetais que foram
estudadas quanto a atividade biolégica com resultados positivos para potencial atividade
anticancer (SIMIONATTO et al, 2009; SANTOS et al., 2008; SILVA et al., 2007; GARCEZ
et al, 2006; MATOS et al., 2006; GARCEZ et al., 2005).

O conhecimento prévio da atividade antiproliferativa de compostos obtidos de espécies
vegetais e de suas familias, nos guiou para a selecdo das espécies que foram estudas neste
trabalho. Séo ela: Combretum laxum (Combretaceae), Hyptis crenata (Lamiaceae), Ocotea
lancifolia e Aiouea trinervis (Lauraceae), Guarea kunthiana (Meliaceae), Pogonopus
tubulosus, Galianthe thalictroidess (Rubiaceae), Nymphaea amazonum (Nymphaceae) e

Parmotrema lichexanthonicum.

Familia Lamiaceae

A familia Lamiaceae (antiga Labiatae, Adanson - ou Labiadas) compreende,
atualmente de 236 a 258 géneros e de 6970 a 7193 espécies, subdividida em 7 subfamilias. Ha
cerca de 23 géneros e 232 espécies nativas do Brasil. Sdo cosmopolitas, porém tém como
centros de origem as regides mediterranicas, o Oriente Médio e as montanhas subtropicais.

Muitas espécies sdo importantes, entre outros usos, para extracao de Oleos essenciais
(Mentha, Lavandula, Marrubium, Nepeta, Ocimum, Origanum, Rosmarinus, Salvia, Satureja,
Thymus), tanto para uso cosmetico, como condimentar, aromatico e/ou medicinal.Ha tambem
0 uso caseiro de varias espécies, tanto para chas, condimentos e/ou como algum outro uso
tradicional, ndo podendo faltar nas hortas caseiras. Ha algumas espécies que sao invasoras de
outras culturas agricolas (ex. géneros Leonotis, Leonurus), apesar de apresentarem
propriedades medicinais.

Alguns géneros apresentaram bioatividades importantes, como no caso da planta
Marrubium cilleneum que apresentou atividade citotoxica com as células de carcinoma
humano de mama (MCF-7), de cervix (HeLa), de leucemia linfoblastica aguda (MOLT-4), de
K562 (leucemia mieldide cronica) e de melanoma (FM3) (KARIOTI et al., 2007).

O género Hyptis se destaca por apresentar plantas com atividade antiproliferativa
(LAMBLIN et al., 2008), como a espécie H. matiusii (DA ARAUJO et al., 2006; COSTA-
LOTUFO et al., 2004) e H. pectnata, oriunda do México (FRAGOSO-SERRANO et al.,
2005).
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Familia Lauraceae

A familia Lauraceae compreende 54 géneros e cerca de 2500 espécies, as quais Sao
predominantemente arbdreas, ocorrendo principalmente nas regifes tropicais e subtropicais
do planeta e estendendo-se a regibes de clima temperado. No Brasil, esta familia €
representada por 19 géneros e aproximadamente 390 espécies (JOLY, 1975).

Trata-se de uma familia importante como fonte de produtos naturais, destacando-se 0s
pertencentes as seguintes classes: neolignanas e lignanas, alcaloides aporfinicos e
benzilisoquinolinicos, mono- e sesquiterpenos, pironas e y-lactonas (BATISTA, 2001;
GARCEZ et al., 2001; MORAIS et al., 1999; LOPES et al., 1996; GARCEZ et al., 1995).

A literatura também relata atividades biol6gicas significativas para diversos
metabolitos secundarios isolados de Lauraceae. Compostos como y-lactonas, neo-lignanas,
alcaloides e flavonoides demonstraram atividade citotoxica em diferentes linhagens de células
tumorais, tais como P-388 (leucemia murina), A549 (carcinoma de pulméo humano) e HT-29
(carcinoma de coOlon humano) (YE et al.,, 1996; CHEN et al., 1998; TSAI et al., 1887;
CHENG et al., 2001; TSAI et al., 2001; KNOW et al., 2000).

Alguns alcaloides do tipo aporfinico apresentaram significativa inibicdo de
crescimento de células do tipo HuH-7 de hepatoma humano, inibindo também a biossintese de
macromoléculas de DNA e RNA (HUANG et al., 1998). Vale mencionar também a atividade
antiplaquetaria demonstrada por extratos de Neolitsea genus, N. parvigemma, N. aurata, N.
vilosa (CHANG et al., 2002) e atividade antitrombina detectada com Laurus azorica (DE
MEDEIROS et al., 2000), bem como a atividade citotoxica detectada por estudos com as
plantas Laurus nobilis, Lindera megaphylla e Ocotea corymbosa nas células MCF-7 (mama)e
K562 (leucemia), respectivamente (HUANG et al., 1998; TELES et al., 2005)

Com relacdo a atividade antiviral, ha relatos de flavonoides ativos contra virus do
herpes simples do tipo 1 (HSV-1) e adenovirus do tipo 3 (AD-3) in vitro (ALMEIDA et al.,
1998) e de lignanas e sesquiterpenos responsaveis pela inibicdo da replicacdo do virus da
imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HIV-1) (ZHANG et al., 2001). A literatura também
registra atividade antifingica de pironas, dienos e hidrocarbonetos de cadeia longa obtidos de
espécies de Lauraceae (CARMAN; HANDLEY, 1999; DOMERGUE et al., 2000).
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Familia Combretaceae

A familia Combretaceae compreende dezoito géneros e cerca de 600 espécies, de
distribuicdo tropical e subtropical na superficie terrestre, alguns dos quais com ocorréncia em
Mato Grosso do Sul (JOLY, 1975).

Além da utilizacdo de um grande nimero de espécies desta familia na medicina
tradicional de alguns paises, notadamente na india e no continente africano (BABA-
MOUSSA et al., 1999; FYHRQUIST et al., 2002), ha que se destacar as espécies pertencentes
aos géneros Combretum e Terminalia, como fonte de substancias bioativas de grande
interesse.

Pode-se citar, por exemplo, o isolamento das Combretastatinas (derivados
fenantrénicos, bibenzilicos e estilbénicos), que possuem atividade antineoplasica, de
Combretum caffrum (PETIT et al.,1987; 1989; 1995). A substdncia denominada
Combretastatina A-4, o mais potente inibidor de crescimento de células cancerigenas desta
série de compostos, encontra-se em fase de testes pré-clinicos (PETIT et al., 1995; BIBBY,
2002). Outras espécies do género Combretum tém fornecido substancias com atividades
antibacteriana e hepatoprotetora (MARTINI et al., 1998; ADNYANA et al., 20018 2001° ).
Com relacéo as espécies representantes do género Terminalia, sabe-se que pelo menos sete
tém sido empregadas na medicina popular para o tratamento de cancer (FYHRQUIST et al.,
2002). Em conformidade com tais informagdes, acido galico, galato de etila e luteolina foram
identificados como os constituintes responsaveis pela atividade de inibicdo de crescimento
celular apresentada por T. arjuna (PETIT et al., 1996), assim como taninos com acao
anticancer foram identificados nesta espécie e também em T. cattapa (KANDILL et al.,
2001). Da mesma maneira, acido galico e seu éster etilico foram caracterizados como potentes
agentes antimicrobianos presentes em T. chebula (SATO et al., 1997).

Vale mencionar também as atividades farmacoldgicas demonstradas por extratos de
Terminalia pallida (atividade antibacteriana) [GUPTA et al., 2002], T. bellerica e T. arjuna
(reducdo dos niveis de lipideos em animais) [SHAILA et al., 1995; KHANNA et al., 1996],
T. chebula (atividade antiprotozoéria e antibacteriana) [SOHNI et al., 1995; MALEKZADEH
et al., 2001], T. alata (atividade antiviral) (TAYLOR et al., 1996) e Combretum molle (anti-
protozoéaria) (ASRES et al., 2001).
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Familia Nymphaceae

A familia Nymphaceae possui seis géneros, totalizando 50 espécies (BURKAET et al

., 1987), das quais 40 sdo do género Nymphaea (COOK, 1990). Apresentam-se
amplamente distribuidas nas regifes tropicais e temperadas de todo o mundo; é constituida
de plantas aquéticas de folhas flutuantes, as vezes submersas.
Dois géneros de Nymphaceae ocorrem no Pantanal, Nymphaea (7 espécies) e Victoria (1
espécie). As espécies encontradas no Pantanal sdo Victoria amazonica, Nymphaea amazonum
(Mart. & Zucc), N. belophylla Trickett, N. gardneriana Planch., N. jame soniana Planch.,
N. linguLata Wiersema, N. oxypetaLa Planch. e N. proLifera Wiersema (POTT, 1998).

A espécie Nymphaea amazonum (Mart. & Zucc) apresenta 0s nomes populares:
lagartixa (pronuncia regional largatixa); camalote-da-meia-noite, dama-da-noite, batata-dagua
e pata-de-boi.

As plantas desse género contém alcaloides com efeito coagulante. J& o rizoma contem
tanino, glicose, resina, metarabina, amido, legumina e celulose (POTT E POTT, 2000).

Com relacdo a atividades bioldgicas, foram isolados alcaloides sesquiterpenos da
planta Nuphar pumilum que apresentaram atividade citotoxica em células de leucemia
humana (U937), melanoma murino (B16-F10) e também em fibroblastos humanos (HISASHI
et al., 2006), bem como, atividade antiviral (GUO et al., 2006).

Familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae ¢ a quarta maior das dicotileddnias, apds Asteraceae, Orchidaceae
e Fabaceae, com aproximadamente 650 géneros e 13.000 espécies (DELPRETE, 2004).
Segundo Bremer et al (1995) e Rova et al (2002), a Rubiaceae se subdivide em trés
subfamilias: Cinchonoideae, Ixoroideae e Rubioideae. Representada por arvores, arbustos e
ervas, a familia Rubiaceae encontra-se distribuida, principalmente, nas regibes tropicais e
subtropicais em todo o mundo, concentrando-se em 30% na Ameérica do Sul (DELPRETE,
2004; NASCIMENTO, 2005).

No Brasil, a familia Rubiaceae possui aproximadamente 2.000 espécies divididas em
110 géneros, amplamente distribuidos nos ecossistemas do Cerrado, Floresta Amazonica,
Floresta Atlantica, Caatingas e Restingas (DELPRETE, 1998; SILVA et al., 2006;

NASCIMENTO, 2005). A familia é conhecida devido a importancia econémica e terapéutica
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de suas espécies, sendo utilizadas para diversos fins medicinais em todo mundo (CARDOSO
et al., 2004; SILVA et al., 2006). Estudos de espécies desta familia revelaram a presenca de
uma grande diversidade de metabdlitos secundarios, tais como iriddides (MOURA et al.,
2006), alcaloides (HENRIQUES et al., 2004), antraquinonas (LING et al., 2002), flavondides,
derivados fendlicos, triterpenos, diterpenos, cumarinas (LUCIANO et al., 2004), sendo que
todos eles apresentam alto potencial biolégico (CARDOSO et al, 2004).

O género americano Galianthe esta constituido de 49 espécies distribuidas em dois
subgéneros: Galianthe e Ebelia. O primeiro, ao qual pertence a espécie Galianthe
thalictroidess é exclusivamente sul-americano, sendo encontrado nos paises, Peru, Brasil e
Argentina. A ocorréncie desta espécie é maior no planalto central e no planalto meridional
brasileiro, além de um setor do Paraguai oriental (CABRAL, 2001).

As espécies do género Galianthe sdo pouco estudadas a cerca da atividade bioldgica.
Constam na literatura, estudo quimico e bioldgico de apenas duas espécies deste género, a
planta Galianthe brasiliensis e Galianthe ramosa.

Da espécie G. brasiliensis foi isolado um triterpeno — &cido ursolico, dois esteroides
sitosterol — estigmasterol, campesterol e quatro iridoides glicosilados — asperulosideo,
deacetilasperulosideo. O acido ursolico e o asperulosideo apresentaram atividade anti-tumoral
(MOURA et al., 2006; MOURA et al., 2005).

Considerando as atividades bioldgicas identificadas em estudos com espécies vegetais,
e a ocorréncia em Mato Grosso do Sul de varias espécies vegetais, cujas familias foram ou
estdo sendo estudadas sob o ponto de vista fitoquimico e farmacologico, justifica-se, portanto,
a proposta de avaliacdo da atividade antiproliferativa de espécies das familias Combretaceas,
Lauraceas, Lamiaceas, Nymphaceas e Parmeliaceas, visando no futuro o isolamento e
elucidacdo estrutural de seus metabdlitos secundarios com potente atividade anti-cancer e
também foi objetivo deste trabalho o teste de inibicdo das enzimas topoisomerases para as
amostras que evidenciaram atividade antiproliferativa de elevada poténcia. A inibicdo das
topoisomerases é uma proposta de mecanismo de acédo de citotoxicidade conhecido por alguns
quimioterapicos de uso na terapéutica moderna anti-cancer.

Para elucidar a importancia do estudo destas enzimas, importantes conceitos e

informacGes a respeito das topoisomerases, in vivo e in vitro serdo apresentados seguir.
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2.2 Enzimas DNA Topoisomerases

O acido desoxirribonucléico (DNA) consiste em duas longas fitas helicoidais
espiraladas em torno de um eixo comum formando dupla-hélices. O DNA atinge até mil
vezes 0 tamanho do didmetro da prépria célula, medindo até 2 metros de uma ponta a outra da
fita. No entanto, o material genético tem didmetro de apenas 20 A. Desta forma, para
monitorar os processos de divisdo celular desta grande quantidade de DNA, estas moléculas
podem enovelar-se e curvar-se no espaco, levando a alteragcdes da topologia (WALKER,
1999).

A alteracdo topoldgia mais freqliente ocorre quando durante o desemparelhamento da
dupla fita. A tensdo induzida para desemparelhar é atenuada pela torcdo da dupla-hélice em si
mesma, formando super-hélices que geram caracteristicas de DNA super-enovelado. Estas
estruturas sdo formadas principalmente durante a as etapas de replicacdo e transcricdo na
diviséo celular (LODISH et al., 2002).

Quando as super-hélices sdo formadas com torcdo para tras da forquilha de
desemparelnamento, sdo denominadas negativas, e quando a torcdo é para frente €
denominada super-hélice positiva. Embora a dupla hélice se mantenha globalmente intacta,
um forte superenrolamento negativo pode resultar em modificacGes locais da estrutura
secundaria do DNA, originando regides desemparelhadas, estruturas cruciformes, Z-DNA, e
H-DNA. A conformacao super-enovelada negativa, que o DNA assume in vivo, é de extrema
importancia em processos que requerem energia, como a transcricdo e a replicacdo
(PRAZERES, 2001).

As variacdes na topologia do DNA sdo controladas pelas enzimas especificas
denominadas topoisomerases. As DNA topoisomerases sdo classes de enzimas nucleares que
controlam a topologia ou a geometria tridmensional do DNA sem mudan¢a na estrutura
quimica subjacente do DNA. Desta forma, as topoisomerases catalisam a isomerizacdo
topoldgica do DNA através da quebra transitéria, antes da unido 5’-3” das duas extremidades,
e re-ligacdo da fita de DNA gerando ou eliminando super-hélices (CHAMPOUX, 2001).

A quebra do DNA pelas topoisomerases ¢ acompanhada pela formacdo de uma ligacéo
fosfodiéster transiente entre um residuo de tirosina especifico da proteina e uma das
extremidades da fita clivada. A partir desta distingdo, surgem as classes e subclasses de

topoisomerase | e topoisomerase 1.
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A Topo | relaxa 0 DNA super- enovelado em moléculas de fita simples pela clivagem
ou quebra transitria e re-ligamento de uma fita de DNA circular ou se a molécula de fita
dupla circular apresentar uma das fitas clivada. A topo Il também relaxa o DNA por sua
clivagem transitoria, porém, nas duas fitas de DNA em reagdo dependente de ATP. Todas
desempenham a funcdo de clivar e religar as fitas de DNA regulando o super-enovelamento
do DNA e desenrolando segmentos de cromossomo (POSTOW et al., 2001; LIU et al., 1983).

Neste contexto, diferentes tipos de reacOes sdo catalizadas pelas topoisomerases. A
reacdo que gera mudancas no grau de super-enovelamento do DNA, isto €, a conversdo de
moléculas de DNA relaxadas em moléculas de DNA super-enoveladas (reacdo executada
somente pelas topo Il bacterianas) e o relaxamento de moléculas super-enoveladas (Figura 3a)
(reacdo catalisada pelas topol e topoll, tanto bacterianas quanto eucaridticas). As
topoisomerases do tipo Il podem também catalisar a formacdo e a dissolucdo de estruturas em
forma de no (knots) (Figura 3b) bem como a concatenagdo e dacatenacdo de moléculas
circulares (Figura 3c). As topoisomerases do tipo | podem realizar as duas reacdes descritas
anteriormente somente em moléculas circulares de fita simples ou se a molécula de DNA de
fita dupla circular possuir uma das fitas clivada.

A B C

:@ @:@ Q@

. Formacgao/remocdo de estruturas
Super-enovelamento/Relaxcdo em formato de nd Concatenagéo/Decatenagao

Figura 3 — Reacdes catalisadas por topoisomerases.
Fonte: Champoux (2001).

A topoisomerase | (topo 1), no curso da reagdo cliva somente uma fita de uma dupla
hélice de DNA e depois a re-liga. Esta classe é dividida em 2 subfamilias: A subfamilia lA e a
subfamilia IB (Tabela 1). As topoisomerases A (bacterianas) se ligam ao terminal 5” fosfato
do corte no DNA, enquanto que as topoisomerases IB (representada pela topo | eucariotica)
se ligam ao terminal 3’ fosfato do corte do DNA (WANG, 1996).
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Tabela 1 — Classificagdo das enzimas topoisomerases.

Subfamilia DNA topoisomerases

IA DNA topoisomerases | e Il Bacterianas

DNA topoisomerase |l de leveduras

DNA topoisomerases lllc e 1B de Drosophila melanogaster
DNA topoisomerases lllc: e Il de mamiferos

IB DNA topoisomerases | eucariéticas

DNA topoisomerase | mitocondrial de mamiferos
DNA topoisomerase de poxvirus

A DNA girase bacteriana

DNA topoisomerase |V bacteriana

DNA topoisomerase do fago T4

DNA topoisomerase |l de levedura

DNA topoisomerases |l de Drosophila melanogaster
DNA topoisomerases llx e I3 de mamiferos

1B DNA topoisomerase VI de Sulfolobus shibatae

Fonte: Wang,(2002).

A topo | eucariotica, depois que se liga a uma molécula de DNA, a enzima corta uma
fita, gerando simultaneamente uma ligacdo fosfoéster covalente entre terminal 3’ liberado no
DNA e um residuo tirosina na enzima. A formacao dessa ligacdo fosfotirosina ndo precisa de
ATP ou de outra fonte de energia. A extremidade 5’-hidroxila do DNA é mantida sem
covaléncia pela enzima. A fita de DNA que néo foi clivada atravessa entdo a quebra na fita
Unica. A fita clivada ¢é entdo liberada, formando uma estrutura com as mesmas ligacdes
quimicas que o DNA de inicio, mas com uma super-hélice negativa de uma vez.

Diferente da topo I, as enzimas topo Il necessitam do ATP para realizar a quebra
transitoria das duas fitas da dupla hélice do DNA. A acdo catalitica da enzima inicia com o
corte no DNA e para gue na sequencia haja a ligacdo da enzima ao fragmento 5°. Ocorre
entdo o desenrolamento de uma fita pela quebra no DNA e posterior re-ligacdo das fitas.
Estas enzimas hidrolisam ATP como parte do ciclo da reacdo catalitica. Esta energia
necessaria é naturalmente encontrada na bioquimica celular.

Recentemente, foi proposta a hipdtese de que energia livre é necessaria para manipular
interacdes proteina-proteina para manter um elevado grau de estabilidade da enzima durante a
formacdo do dimero enzima-DNA e a reacdo de quebra transitéria (BATES, BERGER,
MAXWELL, 2011) .
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As topo Il se dividem em topo I1A e topo II1B. A primeira é encontrada em humanos e
apresenta-se em duas isoformas, a topo Il a (alfa) e a topo II B (beta). Elas apresentam
diferentes formas de expressdo e diferentes fungdes (CORBETT; BERGER, 2004). A
topo |1 alfa estd primordialmente envolvida na regulacdo do enovelamento do DNA durante as
fases de replicacdo e na catenacdo durante a fase de segregacdo cromossdmica. Enquanto a
topo Il beta regula a transcricdo do DNA (JU, et al. 2006).

As topoisomerases do tipo 1A, desempenham um papel fundamental na segregacéo
dos cromossomos durante a diviséo celular, desvinculando as cromatides irmés concatenadas,
permitindo assim que as células-filhas recebam os cromossomos adequadamente (WANG,
2002). Elas também sdo necessarias para reduzir o nivel de nds do DNA, que é esperado que
ocorra pela alta compactacdo do DNA. Estas formas de n6é sdo nocivos se ficarem
acumulados.

As reacOes de topoisomerizacéo, ou seja, 0 relaxamento do DNA enovelado ou super-
helicoidal e a decatenagdo do DNA catenado podem ser estudadas in vitro com o uso dos
substratos para a topoisomerase, como 0 DNA plasmidial (pbDNA) para topol e topo Il e com
0 uso de DNA de cinetoplasto (kDNA) para reacOes especificas para topo Il (STRAUSS e
WANG, 1990).

Reacbes de topoisomerizacdo in vitro usando DNA plasmidial (pBR322) e DNA de
cinetoplasto (KDNA)

Como todas as moléculas de DNA de cadeia dupla, um plasmideo (pDNA) ¢
constituido por duas cadeias lineares de desoxirribonucleotideos ligados entre si por pontes de
hidrogénio estabelecidas entre purinas e pirimidinas. No caso particular do pDNA, as duas
extremidades da molécula encontram-se ligadas covalentemente, isto €, os dois esqueletos
fosfodiéster encontram-se intactos, formando, assim, um loop fechado onde assume forma de
grandes algas, cujas extremidades sdo fixadas por macromoléculas. Deste modo, a molécula
de DNA fica impedida de girar sobre o eixo da propria hélice, gerando uma nova estrutura
conformacional mais compacta, 0 DNA circular super-enovelado (WALKER e PAPLEY,
1999).

A quebra, quimica ou enzimatica, de uma ligacdo fosfodiéster numa das fitas do DNA
vai permitir que a cadeia quebrada rode sobre a cadeia intacta, dissipando assim a tensdo

imposta pelo super- enovelamento. O resultado é uma molécula com uma forma circular, mas
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sem qualquer super-enovelamento. Esta isoforma € denominada circular aberta ou relaxada se
ndo existir qualquer quebra nas cadeias do DNA. Quando o corte ocorre em ambas cadeias da
dupla hélice, o pDNA adquire uma conformacdo linear (LODISH et al., 2002)

E possivel observar estas diferentes isoformas do mesmo plasmideo recorrendo a
eletroforese em géis de agarose. Devido a sua natureza polianionica, as moléculas de DNA
migram em dire¢do ao anodo (carregado positivamente). Por outro lado, e uma vez que o gel
de agarose é poroso, as moléculas mais compactas irdo migrar mais rapidamente. Assim, a
molécula super-enovelada, sendo a mais compacta de todas as isoformas, migra mais, seguida
da isoforma linear, enquanto a conformacdo circular aberta surge mais proxima do pélo

negativo (Figura 4).

<+— Relaxado
} Produtos de relaxamento

<4—— Enovelado

Fonte: Trask e Muller (1983)

Figura 4 - llustracdo dos produtos de relaxamento do DNA plasmidial pela topoisomerase em
gel de agarose.

Além da forma super-enovelada, o0 DNA pode assumir outras conformacdes que
podem ser visualizadas in vitro como bandas de DNA que sdo produtos da reacdo de pDNA
com topoisomerases ou produto da reacdo de KDNA (DNA de cinetoplasto) com
topoisomerase 1.

O DNA de cinetoplasto contém uma rede de anéis de DNA topologicamente ligados
que diferem em dois tamanhos, chamados mini e maxi-circulos. O aprisionamento de
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complexos covalentes de DNA-topoisomerase em Trypanosoma equiperduin e em C.
fasiculata mostrou que ambas as classes de anéis estdo associados a uma enzima do tipo 1l
(WANG, 1996). Desta forma ficou evidenciado que apenas a enzima topoisomerase Il possui
a habilidade de decatenar este tipo de DNA e gerar monémeros de DNA. Além do mais, a
reacdo de decatenacdo é especifica para ensaios com topo Il (OSHEROFF, 1989).

Também é possivel observar as formas de DNA catenado e decatenado recorrendo a
eletroforese em gel de agarose. Devido a sua natureza polianiénica, as moléculas de DNA
migram em direc@o ao anodo (carregado positivamente). Por outro lado, e uma vez que o gel
de agarose é poroso, os produtos de DNA decatenado irdo migrar mais rapidamente que a
forma catenada que fica muito préximo ao ponto de aplicacdo (Figura 5). As redes maiores de
kKDNA permanecem no poco do gel, e os minicirculos liberados migram para o gel,
geralmente como uma banda discreta. Complexos intermediarios em varios estagios de
decatenacdo podem ser vistos quando a atividade da topoisomerase € menor do que a
atividade catalitica ideal da topoisomerase II.

Catenado

Decatenado — aberto Produtos de
decatenacdo

Decatenado - circular
*marcador de DNA linear

Figura 5- Produtos da reacdo de decatenacdo de DNA de cinetoplasto pela atividade da
enzima DNA topoisomerase 1. Fonte: topoGen®, 2007;

Cancer e topoisomerases

As topoisomerases, durante a proliferacdo celular, participam da manutencdo e
replicacdo do DNA. Quando estas fungdes sdo desativadas, as células ficam vulneraveis.
Além disso, tecidos tumorais expressam maior concentracdo de DNA-Topo | e Il do que
células e metabolismo normal (Kellner et al., 1997). Assim, as topoisomerases sao alvos
importantes no desenvolvimento de novas drogas, principalmente para as que apresentam

atividade anticancer.
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O céncer, ou cientificamente denominado neoplasia é uma doenga que se caracteriza
pela presenca de células andmalas que se proliferam mais rapidamente do que as células de
metabolismo normal, sem a necessidade de fatores de crescimento especificos para tal tecido
(LODISH et al., 2002)

Essas células alteradas passam entéo a se comportar de forma anormal, multiplicando-
se de maneira descontrolada. A manutencdo e o acimulo de massa dessas células formam os
tumores malignos e elas também podem adquirir a capacidade de se desprenderem do tumor e
de migrarem, invadindo inicialmente os tecidos vizinhos, podendo chegar ao interior de um
vaso sangliineo ou linfatico e, através destes, disseminarem-se, chegando a 6rgdos distantes
do local onde o tumor se iniciou, formando as metastases.

Grande numero de fitofarmacos tem demonstrado acdo anticancer em diversos
modelos experimentais através de alteragdes na via de transducdo de sinais que modula a
expressdo génica, a progressdo do ciclo celular, a proliferacdo, a morte celular, o0 metabolismo
e a apoptose (HEMAISWARYA; DOBLE, 2006). Exemplos s&o a camptotecina seus
derivados semi-sintéticos (topotecan e irinotecan), que atua na inibicdo da topoisomerase | e
atualmente é utilizada no tratamento de cancer de ovario e célon e a podofilotoxina e seus

derivados (etoposideo e teniposideo), substancias inibidoras da topoisomerase I1.
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Figura 6- Modelo de mecanismo de acdo do inibidor de topo I, demonstrando desde a
formacdo das super-hélices (a), o relaxamento do DNA pela acdo da topo | (b) e a interacdo
molecular da topo | e posteriormente da camptotecina inibindo a re-ligacdo da fita clivada (c).
Fonte: POMMIER, 2006.
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Os inibidores da topo Il eucaridtica podem ser divididos em duas categorias: 0s que se
ligam, mas ndo se intercalam ao DNA e aqueles que sdo fortes agentes intercalantes do DNA.
Representando o primeiro grupo, estdo as podofilotoxinas e o derivado tenoposideo e
etoposideo, ja o segundo grupo, € composto de drogas como a elipticina e a adriamicina (LI1U,
1989). Todos esses inibidores afetam a DNA topoisomerase 1l de uma maneira especifica,
formando complexos com o DNA e a enzima durante a reagéo de clivagem do DNA.

Os mecanismos que geram os efeitos citotoxicos causados pelos inibidores de
topoisomerase estdo relacionados com a formacéo do complexo droga-DNA-enzima que pode
bloquear o movimento da forquilha de replicagdo, inibindo a sintese e levando a fragmentacéo
do DNA (D’ARPA et al., 1990; ZHANG, D'ARPA, LIU, 1990).

34



3. OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar a atividade antiproliferativa e a inibi¢do das topoisomerases | e Il humanas por

extratos, substancias puras e semi-sintéticas obtidas de produtos naturais

Obijetivos Especificos

Realizar e avaliar a atividade antiproliferativa de extratos e substancias puras obtidas
de Combretum laxum (Combretaceae), Hyptis crenata (Lamiaceae), Ocotea lancifolia
e Aiouea trinervis (Lauraceae), Guarea kunthiana (Meliaceae), Pogonopus tubulosus,
Galianthe thalictroidess (Rubiaceae), Nymphaea amazonum (Nymphaceae) e
Parmotrema lichexanthonicum (Parmeliaceae)em cultura de células tumorais humanas

e murinas e em células normais.
Avaliar a seletividade das amostras-teste em células tumorais.

Avaliar o efeito inibitdrio dos extratos e substancias puras com potente atividade
antiproliferativa sobre as topoisomerases | e 11 humanas, pelo teste de inibicdo das

enzimas topoisomerases.
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4. MATERIAL E METODOS

Obtencéo dos extratos e substancias vegetais.

Os extratos vegetais e substancias puras foram obtidas a partir das espécies Hyptis
crenata, Ocotea acutifolia, Ocotea lancifolia, Aiouea trinervis, Nymphaea amazonum,
Combretum laxum, Guarea kunthiana, Pogonopus tubulosus e Galianthe thalictroidess e
Parmotrema lichexanthonicum foram fornecidos pela equipe dos Profs. Dra. Fernanda R.
Garcez, Dr. Walmir S. Garcez e Neli K. Honda

Estas espécies foram selecionadas e estdo sendo estudadas com relacdo a sua
composicdo quimica no LP-1 do Departamento de Quimica da UFMS e fazem parte de
Dissertacdes de Mestrado em Quimica da UFMS, Teses de Doutorado Multiinstitucional em
Quimica(UFMS/UFG/UFU) ou Teses de Doutorado no Programa de PoOs-Graduagdo em

Salde e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste da UFMS.

Avaliacdo da atividade antiproliferativa in vitro

Para avaliar a atividade antiproliferativa foram utilizadas as linhagens de células
neoplasicas humanas: Hep2 (ATCC-CCL-23, de carcinoma de laringe), MCF7 (ATCC-HTB-
22, carcinoma de mama), 786 (ATCC-CRL-1932, carcinoma de rim), OVCAR-3 (ATCC-
HTB-161, carcinoma de ovario), NCI/ADR-RES (carcinoma de ovario resistente), UACC-62
(melanoma humano), PC-3 (ATCC-CRL-1435, carcinoma de prostata) HT-29 (ATCC HTB-
38 carcinoma de colon) e neoplasia murina: B16- F10 (ATCC-CRL6322 melanoma murino).
Também foram utilizadas duas linhagens de células normais, VERO (ATCC-CCL-81, rim de
macaco verde africano) e NIH/NIH/3T3 (ATCC-CRL 1658, fibroblasto murino) para a
determinacéo do indice de Seletividade (BEZIVIN et al., 2003).

As ceélulas Hep-2 e VERO foram adquiridas do Instituto Adolpho Lutz, Sdo Paulo
(SP), as demais doadas pelo Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho — Centro de Pesquisas
Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) UNICAMP. A linhagem de célula normais
NIH/NIH/3T3 (ATCC-CRL 1658, fibroblasto murino) foi adquirida do Banco de células do

Rio de Janeiro.
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Cultivo Celular

Todas as linhagens celulares estavam armazenadas em nitrogénio liquido. Para os
testes de citotoxicidade as células foram descongeladas e transferidas para um tubo conico de
15 mL com 9 mL de meio RPMI 1640 ou DMEM contendo gentamicina 50 pg/mL e 10% de
Soro Fetal Bovino (SFB) das marcas Sorali (Campo Grande-MS) ou Cultilab (Campinas-SP)
e centrifugadas por 4 minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi aspirado e o pellet de células
foi ressuspendido com 5mL de meio. A suspensdo de células foi transferida para 1 frasco de
manutenc&o de 25 cm® e incubada a 37 °C em atmosfera imida com 5% de CO, até formagao
da monocamada com aproximadamente 80% de confluéncia (FRESHNEY, 2005). Para a
obtencdo de um numero de células adequado para 0 experimento, as células foram repicadas
ao atingir 80% de confluéncia na monocamada. Assim, apds aspiracdo do meio de cultura,
adicionou-se 0,5mL de tripsina-EDTA 2,5 g/L por 3 a 5 minutos em incubadora, para o
desprendimento das mesmas. A suspensédo de celulas ¢ transferida para tubo cdnico com meio
completo (antibiotico, SFB (10%) ) 3X o volume de tripsina utilizada, para a neutralizagéo
desta apds centrifugagdo por 4 minutos a 1000 rpm. O pellet € ressuspendido em meio

completo para a contagem das células.
Preparo das amostras-teste liofilizadas

As amostras-teste foram ressuspendidas em dimetilsulféxido de sédio (DMSO) na
concentracdo de 0,1 g/mL. Para a adicdo na cultura de células, as solu¢des foram diluidas em
meio de cultura completo para que a maior concentracdo de DMSO utilizada ndo fosse maior
que 0,4 %.

Teste de citotoxicidade

O teste de citotoxicidade para a avaliacdo da atividade antiproliferativa, foi realizado
com o corante sulforrodamina B (SRB) e baseia-se na afinidade deste composto pelas
proteinas basicas presentes nas células integras, fixadas pelo acido tricloroacético (SKEHAN
et al., 1990).

Apos a formacdo da monocamada, as células sdo descoladas das garrafas por acdo da
tripsina, adicionadas em tuco cénico com meio de cultuta completo (3X o volume de tripsina)
e centrifugado por 4 minutos a 1000 rpm. Ao pellet foi adicionado 2 ml de meio de cultura e

desta suspensdo foi retirada a aliquota para diluir em trypan blue (1:5) para evidenciar as
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celulas ndo viaveis, que sdo excluidas da contagem. Esta etapa foi realizada em contador
manual (Camara de Neubauer) para a obtencdo de uma suspensdo de células com nimero
determinado de células por 100 pL semeado em cada cavidade na placa de 96 cavidade. Neste
momento também foi preparada uma placa com triplicata de suspenssdo celular de cada
linhagem e triplicata de meio de cultura. Esta placa é denominada TO. Estas placas ficam
incubadas por 24h. Aopds a incubagdo, foi adicionado na placa teste, triplicata de 4
concentragcdes de amostra-teste, 0,25 pg/mL, 2,5 pg/mL, 25 pug/mL e 250 pg/mL, tanto para
0s extratos quanto para as substancias puras (amostras-teste), durante 48hs. Neste momento a
placa TO foi levada para procedimento de leitura da mesma forma que as placas teste, porém

estas somente apos 48h.

Apos este periodo o volume das cavidades foi aspirado, permanecendo apenas as
celulas aderidas, ou seja, as viaveis. Foi adicionado 100uL de acido tricloroacético (TCA)
20% em cada cavidade e as placas permaneceram por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado, a placa lavada em &gua corrente e seca para adicdo de 50uL de SRB (Sigma,
USA) 0,1% diluida em &cido acético 1% por 30 minutos em temperatura ambiente.

Apos 5 lavagens com &cido acético 1% para retirar o excesso de corante livre, a placa
seca adicionou-se 100uL de tampdo Trizma Base (10mM, pH 10,5) (Sigma, USA) para
solubilizar o corante ligado as proteinas de membrana das células fixadas. O resultado foi
obtido em absorbancia em 540nm. Foram obtidas as absorbancias das amostras-teste (T),
controle negativo (CN), controle positivo, branco das amostras e a leitura do inicio da
incubacdo, ou seja, antes da adi¢do das amostras, denominada (TO).

O controle positivo é um parametro de controle de qualidade da reacdo, uma vez que
na cavidade da placa com maior concentracdo devera conter menor nimero de células do que
0 controle negativo, inferindo a ocorréncia de atividade citocida (Figura 7), que pode ser
visualizada em microscopio éptico invertido.

Os primeiros testes foram realizados com o controle positivo cisplatina (Sigma) nas
concentragdes de 2,5 pg/mL, 5,0 W/mL, 10 pg/mL e 20 pg/mL. Posteriormente foi usado
doxorrubicina (Europharma) nas concentrac6es de 0,025ug/mL, 0,25 pg/mL 2,5 pg/mL e 25
pg/mL.
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Figura 7 - Células neoplasicas da linhagem Hep,. A esquerda o controle negativo; a direita, 0
controle positivo, cisplatina (5,0 pg/mL).

A porcentagem de crescimento (%) de cada amostra-teste, foi calculada em programa
Excel 2003/2007, utilizando-se as férmulas segundo Monks et al. (1991):

T > CN adroga estimulou o crescimento, ndo é possivel o célculo da IC.
Se T>TO0 e <CN, (efeito citostatico): IC =100 X [(T-T0)/(C-T0)]
Se T< TO (efeito citocida): IC =100 X [(T-T0)/(T0)]

A dose que inibe 100% do crescimento celular (TGI) foi determinada em programa
para graficos e analises de dados (Origin Versdo 6.0). As amostras-teste com forte atividade
antiproliferativa foram avaliadas quanto ao mecanismo de acdo, pela inibicdo das enzimas
topoisomerases | e Il alfa humanas.

Teste de Inibicédo das Topoisomerases (MILLER et al., 1981; MULLER et 1988; TRASK et
al.,1984).

O teste de inibicdo das topoisomerases | e Il humanas foi realizado utilizando duas enzimas,
separadamente. A topoisomerase purificada (Sigma, USA) e a enzima no extrato nuclear
(adaptado de TopoGen, 2007).

Obtencéo do extrato nuclear

Os extratos nucleares foram obtidos de cultura de células neoplasica de intestino —
HT-29 (ATCC HTB-38 carcinoma de cdlon). Para isto, as células cultivadas em uma garrafa

de 150cm? , ap6s monocamada com aproximadamente 80% de confluéncia, foram raspadas e
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lavadas com PBS gelado e centrifugadas por 10 minutos a 150 x g. As células foram
ressuspendidas com 5mL de tamp&o TEMP (Tris-HCI 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, MgCl; 4
mM, PMSF 0,5mM), homogeneizando com pipetagem (2 vezes esta etapa). A suspensao
permaneceu em gelo por 10 minutos e foi levada para agitagdo moderada para expor 0s
ndcleos. Apos centrifugacdo em 1500 xg por 10 minutos a 4 °C, o pellet de nucleos foi
obtido. O pellet foi ressuspendido e homogeneizado em 1mL de tamp& TEMP gelado e
trasferido para microtubo que foi levado para centrifugacéo a 1500 xg por 10 minutos a 4 °C .
O sobrenadante foi descartado e realizado spin para obter o maximo de pellet sem
sobrenadante. Posteriormente foi adicionado 4 volumes do pellet de tampéo TEP (Tris-HCI
10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, 4 mM, PMSF 0,5mM) e igual volume de NaCl 1M e agitado
em vortex por no até 1 minuto e reservado por 30 a 60 minutos em gelo. Apds este periodo, 0
microtuno foi levado para ultracentrifugacdo em 100,000 xg por 1h a 4 °C (oul12-15,000 xg
por 30 minutos a 4 °C, embora a ultracentrifugacdo seja melhor). O sobrenadante foi
recolhido, pois nele estavam as enzimas topoisomerases | e I1.

Uso do extrato nuclear: Normalmente com 5 L de extrato foi possivel visualizar a atividade
da enzima frente 0 DNA plasmidial, porém, com manchas de arraste provavelmente causados
por excesso de cloreto de sddio. No entanto, pode ser feito uma diluicdo 1:100 com tampéo
TEMP para diminuir a concentracdo de sal (NaCl) e para que ndo haja concentracéo
excessiva do extrato nuclear na reacdo limitando a reacdo da amostra testada ou até mesmo da

droga usada como controle positivo (irinotecan e etoposideo).

Teste de inibicdo da topoisomerase | humana

A atividade catalitica da topoisomerase | foi avaliada pela converséo do DNA
plasmidial super-enovelado (0,152jug de pBR322), em DNA relaxado quando incubado com
5 yL de extrato nuclear ou 4U de enzima topoisomerase | purificada (Sigma, USA) por 30
minutos a 37°C em tampao Tris-HCI (pH 7.9), 10 mM EDTA, 1.5 M NaCl, 1% Albumina de
Soro Bovino (BSA), 1 mM espermidina, 50% glicerol na presenca ou auséncia de amostras-
testes com concentracdes de 50 a 200 UM para compostos e 100 a 200 pug/mL para extratos. A
reacdo foi interrompida com a adicdo, no gelo, de 4uL de solucdo contendo 5% de
dodecilsulfato de sodio (SDS) , 0,025% de azul de bromofenol e 40% de glicerol.
(ESTEVES-SOUZA et al., 2006; GRYNBERG et al., 2002)
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A atividade da enzima foi analisada pela presenca das bandas de DNA apds
eletroforese em gel de agarose 1% em tampdo TBE 1X por 45 minutos a 80V (2,0V/cm), e
visualizadas em luz U.V pela presenca do intercalante no DNA (Gel Red™ 10X, diuido
1:500).

Teste de inibi¢do da topoisomerase Il alfa e substrato plasmideo pBR322

A atividade catalitica da topoisomerase Il foi avaliada pela conversdo de 0,25ug de
DNA plasmidial superenovelado (Invitrogen, Cat. No. 15367-014), ou em DNA relaxado
quando incubado com 5 pL de extrato nuclear ou 4U de enzima topoisomerase Il (Sigma,
USA) por 1h a 37°C em tampéo (Tris-HCI 50mM pH 8,0 contendo KCI 120Mm, MgCl,
10Mm, DTT 0,5Mm e ATP 10mM) na presenca ou auséncia de amostras-testes com
concentracdes de 50 a 200uM para compostos e 100 a 200ug/mL para extratos. A reacdo foi
interrompida com a adicéo, no gelo, de 4L de solugédo contendo 5% 5% de dodecilsulfato de
sodio (SDS) , 0,025% de azul de bromofenol e 40% de glicerol.

A atividade da enzima foi analisada pela presenca das bandas de DNA apos
eletroforese gel de agarose 1%, tampdo TBE 1X por 45 minutos a 80V (2,0V/cm), e
visualizadas em luz U.V pela presenca do intercalante no DNA (Gel Red™ 10X, diuido
1:500, 0,025% final).

Teste de inibicdo da topoisomerase Il alfa e substrato KDNA

A atividade da enzima topoisomerase Il foi analisada pela conversdo do DNA
superenovelado de Crithidia fasciculata (KDNA) em minicirculos de DNA (decatenado),
usando um kit de ensaio para DNA topoisomerase Il (TopoGEN, catalog#1001-1). O
relaxamento do DNA ocorreu por incubacéo de 0,164 ng de KDNA e 5 uL de extrato nuclear
ou 2U de enzima topoisomerase Il por 1h a 37°C em tampdo (Tris-HCI 50mM pH 8,0
contendo KCI 120mM, MgCl, 10mM, DTT 0,5mM e ATP 10 mM) na presenca ou auséncia
de amostras-testes com concentraces de 20 a 200 uM para compostos e 100 a 200 pg/mL
para extratos. A reacdo foi parada com a adicdo, no gelo, de 4pL de solucdo contendo 5% de
sarcosil, 0,0025% de azul de bromofenol e 50% de glicerol.

A atividade da enzima foi analisada pela presenca e intensidade das bandas de kKDNA

apos eletroforese em gel de agarose 1%, tampdo TBE 1X por 45 minutos a 80V (2,0V/cm), e

41



visualizadas em luz U.V pela presenca do intercalante no DNA (Gel Red™ 10X, diuido
1:500).

Indice de Seletividade (1S)

O indice de seletividade pode indicar a seletividade de um composto entre uma
linhagem neoplasica e uma normal, indicando o potencial uso deste composto em testes
clinicos. Assim, neste estudo, o IS corresponde a divisdo entre o valor da Glsy de cada
composto-teste na linhagem de células normais VERO e o valor da Glsy de cada composto na
linhagem de células neoplésicas. (IS=Glsy Vero / Gls células neoplasicas). Foi considerado
significativo um valor de IS maior ou igual a 2,0 (SUFFNESS; PEZZUTO, 1991), ou seja,
este valor significa que o composto é duas vezes mais ativo na linhagem de células

neoplasicas do que em células normais (VERO).
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5. RESULTADOS

Os extratos vegetais, particdes e compostos isolados a partir das espécies selecionadas
Hyptis crenata, O. lancifolia, Aiouea trinervis, Combretum laxum, Guarea
kunthiana,Nymphaea amazonum, Pogonopus tubulosus, Galianthe thalictroidess e
Parmotrema lichexanthonicum bem como, purificacdo e elucidacdo estrutural foram
fornecidos pela equipe dos Profs. Dra. Fernanda R. Garcez, Dr.Walmir S. Garcez e Dra. Neli
K. Honda.

A resposta da célula a um determinado estimulo capaz de inibir a proliferagéo celular
in vitro, como por exemplo, um agente anti-cancer, € denominada atividade antiproliferativa
ou anti-cancer, sendo o teste de citotoxicidade o ensaio utilizado para esta avaliacdo
(FOUCHE et al., 2008; HOUGHTON et al., 2007, FRESHNEY, 2005).

O comportamento citotoxico contempla os efeitos citostatico (inibicdo celular) ou
citocida (morte celular) das amostras-teste é apresentado em graficos que correlacionam a
porcentagem de crescimento (100% a -100%), onde o 100% corresponde ao ndmero de
células do controle negativo, o zero corresponde ao nimero de células no tempo zero — TO, 0s
valores negativos (abaixo do zero) correspondem a % de células que morreram com a
concentracdo das amostras testadas em cultura de células.

Nestes graficos, os valores abaixo de 100% e acima de 0% representam inibicdo de
crescimento (efeito citostatico), enquanto os valores negativos (abaixo de 0%) representam
morte celular (efeito citocida), pois a quantidade de células (aferida pela absorbancia no final
do experimento) é menor do que aquela do inicio do tratamento com as amostras (T0). No
presente trabalho os valores de inibi¢cdo do crescimento estdo apresentados em TGl, isto e,
inibicdo total do crescimento, que € o local onde o grafico corta o eixo x em 0% (HOLBECK,
2004).

O estudo fitoquimico foi biomonitorado até o composto isolado por meio da Glsp, uma
vez que a TGI poderia induzir resultados falso-negativos e levar a perda de amostras-teste
com atividade moderada, uma vez que a concentracdo para inibir 100% do crescimento

celular é maior que para inibir 50%.
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Figura 8- Modelo grafico das variaveis, inibicdo de 50% do crescimento (Glso),
inibicdo total do crescimento (TGI) e concentracdo necessaria para matar 50% das células
(LCsp). Fonte: (HOLBECK, 2004).

Neste exemplo a linhagem de células A é muito mais sensivel do que a linhagem B.

Esta ultima nunca alcanca os pontos TGI e LCsg, nesta faixa de concentragéo.

A atividade antiproliferativa de cada amostra-teste foi obtida a partir do teste de
citotoxicidade. Os parametros numéricos adotados para a analise desta atividade foram
baseados nos estudos do Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI) em seu
programa de triagem de drogas anti-cancer (FOUCHET et., al., 2008). Esta padronizacao
considera a atividade antiproliferativa como inativa (TGI > 50 pg/mL), fraca atividade (15
pg/mL < TGI < 50 pg/mL), moderada atividade (6.25ug/mL < TGI < 15ug/mL) e potente
atividade (TGI < 6.25 pg/mL).

As amostras testadas serdo referidas em cddigos ao invés do nome quimico, para
melhor analise dos dados. Porém, constam no apéndice 1, todas as amostras com suas
especificacdes, como familia, espécie, nome popular, nome quimico, codigo e classificacao
quimica.
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Atividade Antiproliferativa in vitro das amostras obtidas dos extratos de galho e de raiz

da planta Combretum laxum (Combretaceae).

Foram testadas amostras obtidas da raiz e dos galhos da planta, totalizando 12
amostras: 2 amostras de extrato etandlico de galhos de 2 diferentes datas de coleta (coleta 1em
2004 — EG 161 e coleta 2 em 2007 - EG 166). 1 amostra de extrato de raiz — ER. 9 substancias
puras isoladas de particdes da fase diclorometénica do extrato de raiz:codigos: CP5, CP8,
CP10,CP11, CP13, DH-3 E D5-30, &cido betulinico e acido arjundlico.

Os galhos e as raizes foram coletados na Base de Estudos do Pantanal da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, no municipio de Corumba-MS. A coleta dos
galhos foi realizada pela primeira vez em outubro de 2004 e da segunda vez em julho de 2007
quando foram coletas as raizes. Ambas as partes vegetais foram identificada por Msc.
Ubirazilda Maria Resende e as Excicatas depositadas no Herbario UFMS, sob numeracgéo
1802.

Os extratos de galho e de raiz foram testados no ensaio de citotoxicidade em
linhagens de células neoplésicas (SKEHAN et al., 1990; FOUCHET et al., 2008). O extrato
de galho apresentou fraca atividade antiproliferativa . O extrato etanolico de raiz da planta
Combretum laxum apresentou moderada atividade antiproliferativa e seletividade para células
de melanoma, sendo ent&o selecionado para o estudo biomonitorado. Deste extrato resultaram
9 sustancias puras, das quais a CP8 (Figura 9) apresentou moderada atividade para a maioria
das das linhagens celulares testada. Esta substancia foi identificada pela primeira vez na
América (BISOLI,2008), em Combretaceae.

R3
H3CO OH

R0
R%0
R1: CH3; R2: H; R3: H

(2,7-diidroxi-4,6-dimetoxi-9,10-diidrofenantreno)
Figura 9 - Composto extraido da fase diclorometanica da particdo do extrato de caule  de C.
laxum. Fonte: (Bisoli, 2008)
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O derivado fenantrénico , CP8, apresentou potente atividade citotdxica para UACC-
62 (melanoma) e moderada para MCF-7 e seletividade de 33 em células de melanoma. Os
demais apresentaram fraca atividade citotoxica e ndo foram seletivos (Tabela 2).

As demais substancias puras apresentaram atividade moderada para uma linhagem de
célula, sendo que as substancias codifigadas como CP5, CP-8, CP10 e CP13 apresentaram 0

mesmo perfil de citotoxicidade frente a células de mama (MCF-7).

Tabela 2 - Valores de TGI ( pg/mL) dos extratos e compostos da espécie Combretum laxum e

da cisplatina (controle positivo)

EG ER CP-5 CP-8 CP-10 CP-11 CP-13 CIS

786-0 > 250 >250 137,8 29,1 146,9 167,7 157,3 7,1
Uﬂé(ziC- 245,0 21,8 NT 2,1 NT 195,0 145,7 3,0
PC-3 222,8 >250 422 195,8 >250 >250 37,4 52
MCF-7 198,5 246,9 25,0 24,7 26,7 163,4 26,6 3,0
ADR >250 >250 122,4 26,8 196 225,0 192,9 22,3
VERO >250 >250 NT 183,1 153,0 210,0 203,0 10,2

EG: extrato de casca; ER: extrato de raiz; CP-5 a CP-13: substancias isoladas da fase diclorometénica resultante
da particdo do extrato bruto da raiz; CIS: Cisplatina (controle positivo). NT: N&o testadas devido a baixo
rendimento de extracdo

A figura 10 retrata 0 comportamento da substancia pura (CP8), de maior atividade
antiproliferativa isolada da planta C. laxum em teste de citotoxicidade com linhagens de
células neoplésicas. E possivel inferir que houve atividade citocida na dose de 25 pg/mL para
a linhagem mama (MCF-7) e na concentracdo de 2,5 pg/mL para células de melanoma

humano onde a seletividade do composto CP8 é maior.
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Figura 10 - Atividade antiproliferativa do composto CP8, isolado da fase diclorometanica
resultante da particdo do extrato bruto da raiz C.laxum

Atividade Antiproliferativa in vitro das amostras obtidas da planta Hyptis crenata

(Lamiaceae)

A espécie Hyptis crenata foi coletada em agosto de 2008, no cerrado da regido
Centro-oeste, municipio de Cuiaba, Mato Grosso. A identificacdo foi realizada pela Msc Vali
Joana Pott, e a exsicata encontra-se depositada no Herbario da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Brasil, sob o namero de registro 28.968.

O estudo fitoquimico foi realizado com um total de 14 amostras: 1 extrato etanolico,
4 fases, 1 6leo essencial e 8 isolados (7 da fase diclorometénica e 1 da fase hexanica).

Os testes tiveram inicio com o extrato etanolico do caule da planta fornecido pela
doutoranda Ivana P. Violante do Programa de Pds-Graduacdo Saude e Desenvolvimento na
Regido Centro-Oeste da Faculdade de Medicina da UFMS. O extrato foi particionado e
obtidas fases: acetato de etila, hexénica, etanolica e diclorometanica. Além destas fases,
também foi obtido o 6leo essencial.

Estas fases e o Oleo essencial foram testados no ensaio de citotoxicidade para as
linhagens de células neoplasicas de rim (786-0), de mama (MCF-7), melanoma (UACC-62),
laringe (Hep-2), ovario (OVCAR) e prostata (PC-03). A fase diclorometanica (DCM) foi a
mais ativa. Esta fase apresentou atividade de 2 a 4 vezes maior em células neoplasicas do que

em células normais (1S)
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A atividade citocida foi observada na dose de 25 pg/mL para as células de cancer de
melanoma, mama e ovario, com a maior seletividade para a linhagem de melanoma (UACC-
62) (Figura 11).
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Figura 11 - Atividade antiproliferativa da fase diclorometanica (DCM) da particdo do extrato
etanolico de caule da planta Hyptis crenata frente a linhagens de células neoplasicas.

Da fase DCM foram isoladas 7 substéncias puras (Figura 8). O akhdardiol e o &cido
carndsico foram os compostos mais ativos entre os isolados desta fase. O akhdardiol mostrou-
se ativo e seletivo para as celulas de rim (786-0) e de mama (MCF-7), enquanto o &cido
carndsico foi ativo e seletivo para células de melanoma murino (B16-F10) (Tabela 3). A
substancia pura acido pisiférico nao foi testada nas células neoplasicas pois 0 material foi

perdido acidentalmente.
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Figura 12 - Substancias puras isoladas da fase diclorometénica (1 a 7) da fase hexanica (8)
da espécie H. crenata.

A fase hexanica obtida também do extrato bruto de caule desta espécie apresentou
fraca atividade no teste de citotoxicidade (Glso> 50ug/mL) e o estudo quimico biomonitorado
com esta fase resultou no isolamento do composto acido carnosolico. Este foi o composto
mais ativo isolado da espécie H. crenata com atividade antiproliferativa moderada em células
de cancer de mama (MCF-7), de rim (786-0) e de prostata (PC-03) — Tabela 3.
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Tabela 3. Valores de TGI (ug/mL) da fragdo diclorometénica e substancias puras obtidas da

espécie Hyptis crenata e valores da doxorrubicina (controle positivo).

786-0

MCF-7

UACC-
62

PC-3

B16-
F10

HEP-2

HT-29

NIH/3T
3

DCM: fase diclorometanica obtida de extrato bruto de caule da espécie H. crenata

DCM

25,5

22,8

18,8

26,9

NT

27,8

NT

70,3

ROSMANOL

\
N
a1
o

>250

228,0

>250

>250

>250

>250

>250

*isolado da fragdo hexénica

FLAVONA

>250

>250

>250

>250

>250

>250

>250

ACIDO
CARNOSICO

194,9

2347

224,1

>250

36,8

152,8

249,0

>250

CARNOSOL

\/
N
a1
o

>250

>250

>250

>250

>250

>250

>250

BORNEOL

>250

NT

>250

>250

NT

>250

>250

AKHDARDIOL

40,5

50,1

NT

203

NT

NT

220,0

200,0

ACIDO
CARNOSOLICO*

1

~
o

18,2

NT

18,4

NT

NT

50,4

24,3

DOXO

10,3

2,9

1,5

2,1

3,0

1,5

2,0

1,6

A substancia akdardiol apresentou potente atividade antiproliferativa frente a linhagem celular

PC-03 (carcinoma de prdstata), com menor concentracdo para inibir 50% das células

comparado com as demais células neoplasicas (figura 13). Porém para inibir totalmente as

célula ou para atingir efeito citocida a concentracdo deve ser maior que 250ug/mL.
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Figura 13 — Atividade antiproliferativa das substancias puras com melhor atividade, isoladas
da fase diclorometanica, frente a linhagem de células neoplésicas.
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Figura 14 — Atividade antiproliferativa do acido carnosolico, substancia pura obtida da fase
hexanica de caule de H. crenata, frente a linhagem de células neoplasicas

Atividade Antiproliferativa in vitro das amostras obtidas da planta Galianthe

thalictroidess (Rubiaceae)

O estudo fitoquimico foi iniciado com o extrato etandlico das raizes da planta
Galianthe thalictroides para obtencdo das fracdes hexanica (BGTRH), cloroférmico
(BGTRC) e acetato de etila (BGTRA) as quais foram submetidas ao teste de citotoxicidade
por triagem em 3 linhagens de células neoplésica, de mama (MCF-7), laringe (Hep-2) e
melanoma murino (B16-F10) (Tabela 4).
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Tabela 4. Valores de TGI (ug/mL) das fases obtidas do extrato etandlico da espécie Galianthe

thalictroidess.

CLORSQSOIIE?MI ca FASE HEXANICA FASDEEAECTEI:TO Cisplatina
BGTRC BGTRH BGTRA
MCF-7 0,9 135,2 55 3,0
B16-F10 0,5 >250 2,8 14,0
HEP-2 50,1 >250 54,5 5,6

Uma vez que a fragdo cloroférmica foi a mais ativa, o estudo biomonitorado
prosseguiu originando 8 subfracbes que foram avaliadas nas mesmas linhagens (Tabela 5).

Seis das oito fragdes apresentaram forte atividade citotoxica (RC-2 a RC-7).

Tabela 5. Valores de TGI (ug/mL) das fragdes obtidas da particdo cloroformica do extrato

etanolico da espécie Galianthe thalictroidess.

RC-1 RC -2 RC-3 RC-4 RC-5 RC-6 RC-7 RC-8 Cis

MCF-7 22,6 2,2 2,3 14 0,3 0,81 11,5 116,5 3,0

B16-F10 >250 20,8 42,6 2,9 0,24 2,9 3,6 248 14,0

HEP-2 >250 66,5 54,5 7,0 0,1 3,7 10 >250 5,6
Cis:cisplatina

A fracdo RC-6 apresentou atividade citotoxica potente e em cromatografia de
camada delgada apresentou um componente majoritario, composto 1 — alcal6ide indol
monoterpénico (FIGUEIREDO et al, 2011), denominado RC6-2 e um outro componente
RC6-5 (FIGUEIREDO, 2010) (Figura 13).
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Figura 15 - Substancias puras isoladas da fracdo RC-6 produto da fase cloroférmica do extrato

etandlico de G. thalictroides. Fonte: Figueiredo,(2010)

Os dois alcaloides apresentaram forte atividade citotoxica (Tabela 6). Porém o

composto RC6-2 apresentou maior atividade.

Tabela 6. Valores de TGI (ug/mL) das substancias puras isoladas da fracdo RC-6.

— RC6-5 Doxo

786-0 71 22,5 10,3
MCF-7 4,0 16,6 2,9
UACC-62 9,5 8,9 0,26
B16-F10 17,9 48,1 3,0
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Figura 16 - Atividade antiproliferativa das substancias puras isoladas da fracdo RC-6, frente a

linhagem de células neoplasicas.

Atividade Antiproliferativa in vitro das amostras obtidas da planta Pogonopus tubulosus

(Rubiaceae)

A espécie vegetal Pogonopus tubulosus, estd sendo estudada pela mestranda Aymee
Portella, do Programa de P0Os-Graduacdo do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, no laboratério LP1 sob a orientacdo da profa. Dra. Fernanda
Rodrigues Garcez.

Esta espécie foi coletada em Aquidauana em 2006, obtidos o extrato etandlico do
caule (PGet) e dos frutos (PEX), armazenados a -20°C até o inicio do estudo.

Foi realizado teste especifico para identificacdo de alcaldides e observado que no
extrato etandlico de caule (PGet) havia grande concentracdo destes metabolitos. Desta fragédo
alcaloidica (PGal) foram isolados dois principais alcaloides (PGC12 e PGC14), cujas
estruturas ndo estdo totalmente elucidadas.

Estas amostras obtidas de caule da planta, PGet, PGal e PGC12 e PGC14, bem como
a Unica amostra de frutos, PEX, foram avaliados quanto a atividade antiproliferativa no teste
de citotoxicidade em células neoplasicas e em uma linhagem normal (Tabela 7).

Os extratos etanolicos, de frutos e de caule foram fortemente citotoxicos nas células
testadas. A fracdo alcaloidica (PGal) também apresentou forte atividade citotdxica, da mesma
forma que os compostos isolados PGC12 e PGC14. O extrato, fracGes e os 2 alcaldides foram
seletivos (15>2,0).

54



Observando os graficos da atividade antiproliferativa dos alcaloides PGC12 e PGC14
(Figura 17) nota-se que ambos 0s compostos produziram atividade citocida para todas as
linhagens de células. Portanto o composto PGC12 produziu morte celular a partir da
concentracdo de 2,5ug/mL, inferindo potente toxicidade. O composto PGC14 também
produziu morte celular a partir desta concentracdo, porém foi seletivo para as células de
préstata (PC-03) e rim (786-0). Além disso este composto foi mais ativo para as células
neoplasicas comparado com a atividade antiproliferativa frente as células normais
(NIH/NIH/3T3).

Tabela 7- Valores de TGI (ug/mL) dos extratos, fracdes e compostos isolados da espécie
Pogonopus tubulosus (Rubiaceae ) e da doxorrubicina (controle positivo)

x = = = = DOXO

W R O 8 8

o o o T a
PC NT 16,1 2.2 0,24 0,56 2,3
B16 2,6 3,2 1,0 0,25 25 3,0
MCF7 6,1 2,2 1,6 2,0 25 2,9
HEP NT 5,6 0,56 NT NT 1,5
HT 2,2 2,1 0,24 0,24 2,4 19
786 NT 3,9 0,44 0,24 0,25 12,5
NIH/3T3 6,9 7,9 1,2 1,0 9,0 1,6

PEX: extrato bruto de fruto; PGet: extrato etandlico de caule; PGal: fragéo alcaloidica obtida do extrato bruto de

caule por extracdo especifica para alcaloides;PGC12 e PGC14: alcaloides isdmeros obtidos de PGal.
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Figura 17 — Atividade antiproliferativa dos alcaloides isolados da fracdo alcaloidica, frente a
linhagem de células testadas.

Atividade Antiproliferativa in vitro das amostras obtidas das plantas Aiouea trinervis,
Ocotea lancifolia (Lauraceae) e Guarea Kunthiana (Meliaceae)

Os extratos etandlicos das plantas Aiouea trinervis (Lauraceae) fornecido por Lilliam
May Grespan Estodutto da Silva (2010) e Guarea Kunthiana (Meliaceae) fornecido pelo
aluno de iniciacdo cientifica Carlos Henrique Miguita (GARCEZ et al., 2010) apresentaram

baixa atividade citotoxica (Tabela 8)

Tabela 8 - Valores de TGI (ug/mL) dos extratos etandlicos das espécie Aiouea Trinervis — AT

(Lauraceae) e Guarea Kunthiana — GK (Meliaceae) e da doxorrubicina (controle positivo)

Linhagem celular Linhagem celular DOXO
AT
GK
786-0 S50 786-0 >50 71
MCF-7 >50 MCF-7 >50 2,9
UACC >50 UACC >50 1,5
OVCAR >50 OVCAR >50 3,6
B16 >50 HT >50 3,5
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HEP >50 HEP >50 1,5

A espéecie vegetal Ocotea lancifolia (Lauraceae) também foi avaliada quanto a
atividade antiproliferativa. Os extratos e fases desta planta foram obtidos por Camargo,
(2011) e apresentaram fraca atividade citotdxica (tabela 9)

Tabela 9 - Valores de TGI (ug/mL) do extrato etandlico e fases da espécie Ocotea lancifolia
(Lauraceae) e da doxorrubicina (controle positivo).

L::r;rjiim oL1 oL2 oL3 oL4 oL5 DOXO
786-0 >50 >50 >50 >50 >50 7,1
MCF-7 >50 >50 >50 >50 >50 2,9
PC-3 >50 >50 >50 >50 >50 2,3
UACC >50 >50 >50 >50 >50 1,5
OVCAR >50 >50 >50 >50 >50 3,6

OL1: fase hidrometandlica de folhas; OL2: extrato etandlico de folhas; OL3: fase hexanica de folhas; OL4: fase

aquosa de cascas; OL5: extrato etandlico de casca.

Atividade Antiproliferativa in vitro das amostras obtidas da planta Nymphaea

amazonum (Nymphaceae).

A espécie Nymphaea amazonum, esté sendo estudada pela doutoranda Rosana Gabriel,
do Programa de Pds-Graduacdo Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste da
Faculdade de Medicina da UFMS. Os testes fitoquimicos ocorrem no laboratério LP1 sob a
orientacdo da profa. Dra. Fernanda Rodrigues Garcez.

Foram testados extrato etandlico das partes da planta: flor, caule, raiz e folha. Todos

0s extratos apresentaram fraca atividade citotoxica e o estudo guiado foi encerrado.
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Tabela 10 - Valores de TGI (ug/mL) do extrato etandlico e fases da espécie Nymphaea
amazonum (Nimphaceae) e da doxorrubicina (controle positivo).

NAF1 NAF2 NAD NAR NAC DOXO
786-0 1210 250 250 50 250 .1
MCF-7 5250 76.6 250 250 S50 2,9
UACC 140,2 >250 250 250 250 1.5
OVCAR 1754 250 250 208.3 213.9 3.6
B16-F10  _og >250 250 250 NT 3.5
NCI- -
ADR/RES >250 >250 >250 >250 >250 ’

NAF1: extrato etandlico de folha; NAF2: extrato etanélico de flor; NAD: fase
diclorometanica; NAC: extrato etandlico de caule; NAR: extrato etandlico de raiz

Atividade Antiproliferativa in vitro das amostras obtidas do liquen Parmotrema

lichexanthonicum

A liquexantona é uma xantona isolada do liquen Parmotrema lichexanthonicum e foi
submetida a modificagdes quimicas cujos produtos foram avaliados quanto a citotoxicidade
em linhagens de células neoplasicas e normais visando estabelecer uma relacdo entre as
caracteristicas das cadeias laterais e a atividade biologica (MICHELETTI et al., 2011). Da
série de derivativos aminoalcanolicos obtidos a partir da liquexantona, 3 compostos com
grupo N-tert-butilamino (compostos 15, 16 e 17- Figura 18 ) apresentaram Glso abaixo de 20
UM (aproximadamente 10ug/mL) (Tabela 11) e foram selecionados a parte desta variavel

para avaliacdo no ensaio de topoisomerase.

CHg
)‘"\ ’ij\/\l);: ::HD ’I‘|H

R=t-butylamino (15): n=3 (16): n=4 (17):

Figura 18- Derivados da liquexantona obtida do liqguen Parmotrema lichexanthonicum.
Fonte: MICHELETTI et al., 2011
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Tabela 11 - Valores de Glsp (ug/mL) dos compostos obtidos da liqguexantona extraida da

espécie Parmotrema lichexanthonicum.

OVCAR

ADR

MCF-7

786-0

B16-F10

HT-29

VERO

Fonte;: MICHELETTI et al., 2011

Composto

15
NT
NT
2,1
3,7
7,6
4,1

8,5

Composto

16
3,7
>250
>250
>250
>250
5,8

6,7

Composto
17

NT
NT
7,5
7,1
8,5
8,3

15,3

Resultados do teste de inibi¢do das topoisomerases I e 11 humanas

O ensaio de

inibicdo da topoisomerase foi

DOXO
0,91
13,2
0,23
0,51

0,4
1,3

2,3

padronizado com as enzimas

Topoisomerase | e Topoisomerase Il purificadas e também com o extrato nuclear das

Topoisomerases. O extrato nuclear foi usado para a triagem das amostras selecionadas devido

ao custo elevado e pequeno volume da topoisomerase comercial e também porque as bandas

de DNA ficam menos visiveis ap0s exposicao a luz U.V.

As amostras-teste que apresentaram valores de Glsp; <30pg/mL foram selecionadas

para o teste da inibicdo das topoisomerases | e Il (Tabela 12).
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Tabela 12 — Compostos, fragdes e extratos vegetais testados no ensaio de inibi¢do da atividade

das enzimas Topoisomerases | e Il humanas.

Familia

Combretaceae

Lamiaceae

Rubiaceae

Parmeliaceae

Combretum laxum

Hyptis crenata

P. tubulosus

G.thalictroides

P. lichexanthonicum

Amostra
Substancia pura
Fracdo
Diclorometénica

Substancia pura
Substancia pura
Substancia pura
Substancia pura

Extrato EtOH fruto
Extrato EtOH caule
Ext. alcaloidico

Substéancia pura
Substéancia pura
Substéancia pura

Substéancia pura

Substéancia pura
Substéancia pura

Substéancia pura

Coadificagdo
CP8

DCM

Borneol
Carnosol
Akhdardiol

Ac. Carnosolico

PEX
PGet
PGal

PGC12
PGC14

RC6-2
RC6-5

Composto 15
Compostol6

Composto 17

A avaliacdo da atividade inibitoria das amostras sobre as topoisomerases foi realizada

pela analise dos produtos de relaxamento do DNA plasmidial e do DNA de cinetoplasto.

Na figura 19 estdo demonstrados os produtos de relaxamento do DNA plasmidial

(pBR322) pela topoisomerase 1l extraida de ndcleo de células neoplasicas de intestino (HT-

29). Analisando comparativamente as bandas de DNA relaxado e enovelado, foi possivel

saber quando a amostra inibiu a topo Il (presenca de ambas as fitas), ou quando a inibicéo

enzimatica ndo aconteceu e a topo Il relaxou a banda de DNA enovelado, diminuindo ou

extinguindo esta banda.
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Desta forma, pode-se afirmar que as substancias puras: acido carnosoélico e composto
17 na concentragdo de 100 pM inibiram a topo Il em extrato nuclear, enquanto os demais

inibiram parcialmente ou ndo inibiram a enzima.

TOPO Il 5pLEN
ETOPOSIDEO 100uM
DCM 100 pg/mL

Ac. PIIFERICO 100uM
BORNEOL 100uM
AKHDARDIOL 100uM

Ac. CARNOSOLICO 100uM
PGet 100uM

PGal 100uM

COMPOSTO 15 100puM
COMPOSTO 16 100uM
COMPOSTO 17 100uM
Marcador 1Kb

EN

~
I
v}
o
o
[
1

Relaxado —*

Enovelado >

Figura 19 - Produtos do relaxamentodo DNA plasmidial com extrato nuclear (topo Il) apos
eletroforese em gel de agarose. Na linha 1 apenas 0,125ug de pBR322, na linha 2: 0,125ug de
pBR322 + 5uL de Extrato nuclear (EN), linha 3: 0,125ug de pBR322 + 5uL de EN + 100uM
de etoposideo (controle positivo) e nas linhas 4 a 14 foi adicionado mais 100 uM de cada
amostra-teste. Na linha 15 o marcador de tamanho de bases (1Kb) e na linha 16 apenas o
extrato nuclear

Na figura 20 estdo evidenciados os produtos de relaxamento do DNA plasmidial
(pBR322) pela enzima topoll purificada. Da mesma forma que foi analisado a inibicdo na
figura 19 foi interpretado o resultado na figura 20. A Unica diferenca estd na melhor nitidez
das bandas quando a reacdo € realizada com a enzima purificada. Assim, pode-se afirmar que

as substancias puras RC6-2, RC6-5 e composto 17 e CP8 inibiram a topoisomerase |1 alfa.
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TOPOIl4U

pBR322
COMPOSTO 15 100 pM

ETOPOSIDEO 100 uM
RC6-2 100 M
CP8 100uM

b RC6-5 100 pM

SN CARNOSOL 100 pM
el COMPOSTO 16 100 uM
(Il COMP OSTO 17 100 uM

Relaxado — am—

Enoveladko —

Figura 20 - Produtos do relaxamento do DNA plasmidialcom topo 11 apos eletroforese em gel
de agarose. Na linha 1 apenas 0,125ug de pBR322, na linha 2: 0,125ug de pBR322 + 4U de
topo I, na linha 3: 0,125ug de pBR322 + 4U de topo Il + 100uM de etoposideo (controle
positivo) e nas linhas 4 a 10 foi adicionado mais 100 puM de cada amostra-teste,
respectivamente.

A inibicéo da atividade da topo 11, tendo por substrato o DNA de cinetoplasto (KDNA)
€ uma reacdo especifica, ou seja, apenas a topoisomerase Il possui esta propriedade. Como o
kDNA apresenta-se na forma catenada, a acdo da enzima € sobre este substrato € denominada
decatenacao, ou seja, relaxamento do DNA catenado.

Nas figuras 21 e 22, estdo representados os produtos de decatenacdo. Quando a enzima
age sem inibicdo o DNA catenado gera bandas a mais e quando ndo atividade enzimatica o
DNA catenado permanece muito proximo da cavidade de aplicacdo da amostra no gel de
agarose. Neste contexto, as substancias puras RC6-2, RC6-5 e 0 composto 17 na concentragdo
de 100 puM, inibiram a topo Il na reacdo de decatenacdo. J& os compostos 15 e 16 inibiram a
topo 11 somente quando na concentracdo de 200 uM. As substancias puras, acido carnosolico
e 0 alcaloide PGC12 inibiram parcialmente a topo Il. As substancias metoxicoelonina (CP8),

PGC14 produziram leve inibicdo da concentracdo de 100uM.
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ETOPOSIDEO 100puM
RC6-2 100 puM
RC6-5 100 uM
S COMPOSTO 15 200 pM
I COMPOSTO 16 200 M
W COMPOSTO 17 200 uM
COMPOSTO 17 100 uM

il KDNA
SQll Topo Il 2U

|
{
f
|

Figura 21 - Produtos da decatenacdo do DNA de cinetoplasto (kDNA) com topo Il purificada,
apos eletroforese em gel de agarose. Na linha 1 apenas 164ng de KDNA, na linha 2: 164ng de
kDNA + 2U de topo II, na linha 3: 164ng de KDNA + 2U de topo Il + 100uM de etoposideo
(controle positivo) e nas linhas 4 a 10 foi adicionado mais 100 uM ou 200 pM da amostra-
teste.

TOPO 11 3U
[ Ac. CARNOSOLICO 100uM

b P GC12 100pM

IN ETOPOSIDO 100uM
Y PGal 100pg/mL

[e)) P GC14 100uM

™ C P8 100uM

Catenado —»

decatenado >

Figura 22 - Produtos da decatenacdo do DNA de cinetoplasto (KDNA) com topo Il purificada
apos eletroforese em gel de agarose. Na linha 3 apenas 164ng de KDNA, na linha 1: 164 ng de
kDNA + 2U de topo II, na linha 4: 164ng de KDNA + 2U de topo Il + 100uM de etoposideo
(controle positivo) e nas linhas 5 a 8 foi adicionado mais 100 UM da amostra-teste, exceto na
linha 5 - 100ug/mL.
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A topoisomerase | relaxa 0 DNA enovelado, clivando uma fita da dupla hélice do
DNA. In vitro, esta reacdo também é analisada em eletroforese de gel de agarose com o
produto da reacdo da topo I com o substrato DNA plasmidial na presenca ou auséncia de
amostras-teste.

Na figura 23 estdo demonstrados os produtos de relaxamento do DNA plasmidial
(pBR322) pela topoisomerase | extraida de nlcleo de células neopléasicas de intestino (HT-
29). Analisando as bandas de DNA relaxado e enovelado dos controles positivo (irinotecan) e
negativo (produto do relaxamento do plasmidio pela topo 1), foi possivel observar que a

maioria das amostras apresentou inibig&o da enzima.

IRINOTECAN 100pM
COMPOSTO 15 100pM
COMPOSTO 16 100uM
COMPOSTO 17 100pM
PGal 100uM

PGet 100uM

HC D 100ug/mL

TOPO I5 L de EN

Ac. PSIFERICO 100puM
BORNEOL 100puM
AKHDARDIOL

Ac. CARNOSOLICO

o~
N
o
o
o
o

Figura 23 — Produtos do relaxamento do DNA plasmidial com extrato nuclear (topo 1), apos
eletroforese em gel de agarose. Na linha 1 apenas 0,125ug de pBR322, na linha 10: 0,125ug
de pBR322 + 5uL de extrato nuclear (topo 1), na linha 2: 0,125ug de pBR322 5uL de extrato
nuclear + 100uM de irinotecan (controle positivo) e nas linhas demais linha foi adicionado
100 uM de cada amostra-teste, exceto na linha 8: 100 pg/mL .

Nas figuras 24 e 25 estdo evidenciados os produtos de relaxamento do DNA
plasmidial pela topo I purificada. A inibicdo da topo | foi evidenciada pelas substancias RC6-
2, RC6-5 e pelo &cido pisiférico, as demais amostras apresentaram inibicao parcial ou ndo a

inibiram, como todas as amostras na figura 25.
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i IRINOTECAN 100uM
il COMPOSTO 17 100uM
4l COMPOSTO 16 100pM
Ml COMPOSTO 15 100uM
ACIDO CARNOSICO 100uM
Y Ac. pisiFERICO 100uM
Y RC6-2 100uM
RC 6 -5 100uM
AC. CARNOSOLICO 100uM
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Figura 24 - Produtos do relaxamento do DNA plasmidial com topo | purificada, apés
eletroforese em gel de agarose. Na linha 1 apenas 0,125ug de pBR322, na linha 3: 0,125ug de
pBR322 + 4U de topo I, na linha 2: 0,125ug de pBR322 + 4U de topo I + 100uM de
etoposideo (controle positivo) e nas linhas 4 a 11 foi dicionado 100puM de cada amostra-teste.

A figura 25 também apresenta o0 produto da reacdo sob as mesmas condicdes de

reacao apresentadas na figura 24.

=8 AKHDARDIOL 100uM
PGC12 100uM
PGC14 100pM
PGet 100pg/mL

QR PGal 100ug/mL

Y cpg 100pM
) HCD 100pg/mL

Relaxado —»

Enovelado —

Figura 25 - Produtos da reacdo entre DNA plasmidial e topo | purificada, apds eletroforese em
gel de agarose. A reacdo contempla 0,25ug de pBR322 + 4 U de topo | purificada + amostra-
teste (100uM ou 100ug/mL), seguindo mesmas condicdes das reacGes demonstradas na figura
24,
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6. DISCUSSAO

Muitos farmacos utilizados para o tratamento de cancer sdo obtidos de produtos
naturais, incluindo aqueles de origem vegetal e consistiram em prototipos para o
desenvolvimento de medicamentos anti-cancer, tais como, vimblastina, vincristina, taxol e
mais recentemente os derivados da camptotecina e da epipodofilotoxina, j& mencionados
(MANTLE, LENNARD, PICKERING, 2000).

Porém, ainda ndo se descobriu uma droga que interfira somente nas células tumorais
sem afetar as células normais, ou seja, drogas com alta seletividade. Desta forma o estudo de
fitofarmacos com atividade antiproliferativa associado a busca de mecanismos de acdo
promissores € mais seletivos tem sido o propdsito da busca incessante por compostos anti-
cancer.

Quanto ao mecanismo de agdo, a inibicdo das topoisomerases € uma perspectiva
promissora (MECZES et al., 2008; GOODSEL, 2002), uma vez que as células neoplésicas
possuem concentracdo de topoisomerases bem maior do que as células normais.

Para o estudo biomonitorado, inicialmente foram testados os extratos das plantas.
Nesse contexto, o extrato etanolico resultante da particdo do extrato bruto de raiz da planta
Combretum laxum apresentou moderada atividade citotoxica e seletividade para células de
melanoma. A partir deste, foi isolada a substéncia, metoxicoelonina (CP8), a qual foi
responsavel por aquela citotoxicidade, com forte atividade na mesma linhagem de células e
alta seletividade (IS= 33). Porém ndo inibiu a atividade das enzimas topoisomerases. Os
demais apresentaram moderada atividade citotoxica e ndo foram seletivos.

A planta Hyptis crenata da familia Lamiaceae foi alvo de estudos para os testes de
citotoxicidade e de inibicdo das topoisomerases. A fase diclorometanica (DCM) foi a mais
vezes maior em células neoplasicas do que em células normais, resultado favoravel para a
continua busca de substancias puras com atividade anti-cancer, ainda que a inibicdo das
topoisomerases ndo tenha ocorrido com esta fase DCM.

Da fase diclorometanica foram isoladas 7 substancias e a atividade antiproliferativa
foi encontrada para o akhdardiol e &cido carnosico, este com seletividade para células de
melanoma murino (B16-F10), da mesma forma que a fase DCM do qual foi isolado também

ndo inibiu as topoisomerases.
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O 4&cido carndsico ja foi isolado da espécie Salvia africana-lutea (Labitaceae), e
apresentou moderada atividade antiproliferativa também em células de cancer de mama
(Glsp=69M) Hussein et al.(2007). Esta concentragdo foi ligeiramente menor que a atividade
frente a mesma linhagem de células no presente estudo (MCF-7, Glsp,135 uM).

O 4cido carndsico ja foi isolado anteriormente da mesma espécie, H. crenata e
apresentou resultados diferentes de atividade antiproliferativa frente a varias linhagens de
cancer de mama, o que foi atribuido a presenca ou ndo do receptor de estrogénio. O composto
foi mais ativo em células receptor de estrogénio negativo. A atividade ligeriamente menor
encontrada no presente trabalho, pode ser devido ao uso da linhagem MCF-7, que é receptor
de estrégeno positivo, conferindo desta forma maior resisténcia a amostra testada
(PIOVESAN et al., 2005).

A fase hexanica da mesma espécie, H.crenata, apresentou fraca atividade, entretanto,
a partir dela foi obtido o &cido carnosolico, que foi 0 mais ativo entre todos 0s compostos
isolados da espécie H. crenata, indicando que a mistura de compostos na fase hexanica pode
ter levado a um efeito de antagonismo entre os constituintes da fase e quando isolado foi
capaz de atravessar a membrana celular e produzir uma acao antiproliferativa.

Além disso, a atividade antiproliferativa do acido carnosolico foi seletiva para as
células de mama (MCF-7) e de rim (786-0), com efeito citocida em todas as linhagens
testadas, inclusive nas células normais, demonstrando ser um composto com potencial
atividade citotoxica. Este composto, inibiu a atividade a enzima topo I, o que indica a
associagdo entre as atividades de inibicdo da enzima com a potente atividade antiproliferativa
in vitro apresentada por este composto.

Outros diterpenoides, isolados de planta das familias, Verbenacea e Labitae também
apresentaram atividade citotoxica para as células de melanoma murino, leucemia murina,
tumor gastrico e tumor de rim (LIU et al.,2008, AOYAGI et al., 2006).

Outra espécie também estudada neste trabalho, da familia Rubiaceae, a espécie P.
tubulosus mostrou ser rica em metabdlitos com atividade anti-proliferativa, tendo os extratos
e 0s compostos apresentado forte atividade antiproliferativa para as células neoplasicas e para
as céelulas normais. Os compostos isolados, PGCP12 e PGCP14, sdo alcaloides, e ja é
conhecido que os alcaloides atingem rapidamente o interior das células devido a seu carater
béasico e a limitada ionizacdo ao pH fisiologico (CORDELL, 2009).

De fato, ja foi evidenciada a atividade citotdxica dos alcaldides indélicos, isolados

de variadas espécies de diferentes familias de planta (PEREIRA et al., 2007).
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E importante ressaltar que houve seletividade para as células de cancer de mama e
melanoma murino (IS entre 3 e 4) tanto para os extratos quanto para os alcaloides isolados.

A atividade citotoxica apresentada por estes compostos ndo foi associada a inibicao
das enzimas topoisomerases. Desta forma o estudo do mecanismo de acdo destes compostos
com potente citotoxicidade pode ser alvo de estudos futuros, uma vez que séo compostos com
potencial atividade anti-cancer.

Outra espécie da mesma familia Rubiaceae, a planta G. talictritoides também teve
alcaldides isolados. Destes, o0 RC6-2 e o RC6-5 apresentaram potente atividade
antiproliferativa em células neoplasicas e citotoxicidade semelhante a do controle positivo
(doxorrubicina). As substéncias puras RC6-2 e RC6-5 sdo alcaloides indol-monoterpénicos
da planta G. talictritoideae (FIGUEIREDO et al., 2011). Oliveira e col. (2009) fizeram uma
revisao sobre a atividade biologica dos alcaloides inddlicos e evidenciaram muitas atividades
farmacoldgicas consagradas na industria farmacéutica com compostos como a ioimbina, a
ergotamina que € um importante farmaco contra a migraina; a ajmalicina, farmaco usado em
disturbios do fluxo sanguineo e a reserpina como agente hipotensor e também os
quimioterapicos vimblastina e vincristina.

Os compostos RC6-2 e 0 RC6-5 tiveram atividade inibitdria sobre a topoisomerase
I, na mesma intensidade que aquela causada pelo etoposideo — controle positivo do ensaio de
inibicdo da Topo Il e também inibiram a topoisomerase | assim como o controle positivo da
reacao o quimioterapico irinotecan.

Embora esses alcaloides tenham a mesma origem metabdlica que a vimblastina, o
mecanismo de acdo da citotoxicidade ndo € o mesmo, uma vez que a vimblastina inibe a
formacdo de microtibulos no fuso mit6tico. Ha outros fatores que podem justificar esta
diferenca de acdo, como o peso molecular da vimblastina que é 2X maior do que os alcaloides
da G.thalictroides. E necessario que seja estudado por outros testes moleculares para que haja
a elucidacdo da via de inibicdo da topoisomerase por este composto.

Estes compostos com potente atividade citotoxica ndo apresentaram seletividade
(1S<2,0) uma vez que também foram citotoxicos em células normais (NIH/NIH/3T3). Esta
citotoxicidade in vitro foi similar aquela evidenciada para o controle positivo doxorrubicina,
quimioterapico amplamente utilizado no tratamento do cancer.

O estudo da planta G. thalictroides também retrata o0 perigo no uso indiscriminado e
inadequado de plantas. Ha relatos de que as raizes desta planta sdo comercializadas

ilegalmente na forma de garrafadas e preparado na dgua usada para tereré (bebida esta que
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virou patrimdnio histérico de Mato Grosso do Sul). As garrafadas geralmente sdo constituidas
de &gua, bebidas alcodlicas e ervas aromaticas. E importante ressaltar que o alcool é solvente
universal para extracdo de metabolitos secundarios que podem ser tdxicos mesmo em menor
concentragéo.

A liquexantona isolada do liquen Parmotrema lichexanthonicum foi submetida a
modifica¢fes quimicas e os produtos foram avaliados quanto a citotoxicidade em linhagens de
células neoplasicas e normais visando estabelecer uma relacdo entre as caracteristicas das
cadeias laterais e a atividade biologica (MICHELETTI et al., 2011).

Destaca-se neste estudo a atividade citotoxica dos derivados poli-oxigenados obtidos a
partir da liquexantona, com grupo N-tert-butilamino (compostos 15, 16 e 17), que
apresentaram Glso menor que 20 M (aproximadamente 10ug/mL).

No presente trabalho de ensaio da topoisomerase, 0 composto 17 inibiu as enzimas
topo | e topo Il. Em estudo realizado por Woo et al. (2007) com xantonas também poli-
oxigenadas ficou evidenciado que este tipo de radical potencializou a atividade inibitoria
contra varias linhagens de células tumorais e inibiu a atividade enzimatica da topoisomerase.
Este ultimo estudo fornece subsidios de que a atividade antiproliferativa do composto 17
ocorreu via inibicdo dessas enzimas, ratificando a importancia das modificacbes quimicas
para aumento da atividade bioldgica.

Assim, ficou demonstrado neste estudo que a atividade inibitéria sobre as
topoisomerases foi positiva para varias substancias puras de diferentes classes quimicas, como
diidrofenantrenos, diterpenos e alcaloides e que as plantas das familias Combretaceae,
Lamiaceae, Rubiaceae e Parmeliaceae da regido do Cerrado do Centro-Oeste, revelam 6timas
oportunidades para pesquisa e descobertas de novos protétipos com atividade anti-cancer.

E importante que estas substancias com potencial atividade anti-cancer relacionada a
inibicdo das topoisomerases, sejam avaliadas em testes toxicoldgicos pré-clinicos, onde ha
ferramentas associadas entre a bioquimica, a hematologia a imunologia e também a biologia
molecular que pemitem melhorar a avaliacdo destas substéncias e respectivos efeitos em

modelo in vivo.
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7. SINTESE DOS RESULTADOS E CONCLUSOES

Sintese dos Resultados

1. O estudo fitoquimico de C. laxum (Combretaceae), biomonitorado pelo ensaio de
atividade antiproliferativa resultou na identificacdo de 4 compostos ativos: 0S
compostos CP5, CP8, CP10 e CP13 apresentaram seletividade, entre as células
neoplasicas, para a linhagem de mama (MCF-7) e o composto metoxicoelonina (CP8),
apresentou forte atividade antiproliferativa e alta seletividade em células de melanoma
humano- UACC-62 (1S=33).

2. O estudo fitoquimico de H. crenata (Lamiaceae) biomonitorado pela atividade
antiproliferativa abrangeu um total de 14 amostras, sendo a fase diclorometanica
(DCM) a mais ativa e a mais seletiva com 1S >2,0, resultando no isolamento de 7
substancias puras, com atividade moderada das quais destacam-se o akhdardiol e o
acido carnosico com seletividade deste ultimo em células de melanoma murino. A fase
hexanica com fraca atividade resultou no composto acido carnosolico, que foi o mais
ativo dentre os compostos isolados desta espécie, e ainda o unico dentre os isolados

com potencial atividade para célula de prostata (PC-03).

3. Os extratos e fracOes de Ocotea lancifolia e Aiouea trinervis (Lauraceae) e de Guarea

kunthiana (Meliaceae) apresentaram baixa atividade antiproliferativa.

4. O extrato etanolico, a fracdo alcaloidica e os alcaloides esteroisbmeros (PGC12 e
PGC14) isolados da planta P. tubulosus (Rubiaceae) apresentaram forte atividade
antiproliferativa frente a todos as linhagens de células neoplasicas com seletividade

maior que 2,0.

5. O estudo fitoquimico de G. thatictroide (Rubiaceae) biomonitorado pelo ensaio de

atividade antiproliferativa resultou na identificacdo de 2 alcaloides B-carbolinicos
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(RC6-2 e RC6-5) com forte atividade frente a todos as linhagens de células

neoplasicas.

Dos compostos com atividade antiproliferativa selecionados para o teste de inibigdo
das topoisomerases, na mesma concentragdo de 100 UM que o controle positivo
etoposideo, os alcaldides RC6-2, RC6-5 e a xantona (composto 17) inibiram
totalmente a topoisomerase Il, enquanto o &cido carnosélico e o alcaloide PGC12
inibiram a enzima parcialmente. Os compostos 15 e 16 inibiram totalmente a enzima

somente na concentracgdo de 200 pM.

A inibicdo da topoisomerase | foi evidenciada para os alcaloides RC6-2 e RC6-5, o
diterpeno &cido pisiférico e a xantona (composto 17).

Conclusoes

A atividade antiproliferativa foi realizada para todas as espécies propostas. As espécies
Combretum laxum, Hyptis crenata, Galianthe thalictroides, Pogonopus tubulosus e
Parmotrema lichexanthonicum apresentaram potencial atividade antiproliferativa com
substancias puras promissoras para atividade anti-cancer. As demais espécies, Ocotea
lancifolia, Aiouea trinervis e Guarea kunthiana apresentaram fraca atividade

antiproliferativa.

As espécies Combretum laxum e Hyptis crenata apresentaram substancias puras com

alta seletividade em células neoplésicas.

As espécies Combretum laxum, Hyptis crenata,Galianthe thalictroides e Parmotrema
lichexanthonicum apresentaram substancias puras com potencial atividade inibitoria
sobre as enzimas topoisomerases | e Il humanas, sugerindo que esta via esteja

relacionada com a potente atividade antiproliferativa destas substancias.

Este estudo possibilitou o conhecimento da atividade anti-cancer destas espécies, pelo
método de citotoxicidade in vitro e aprofundou o conhecimento sobre uma das vias
relacionadas a potente atividade antiproliferativa evidenciada por algumas substancias

puras. Porém, foi observado substancia com potencial atividade antiproliferativa
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(Pogonopus tubulosus) que ndo esta relacionada a via de inibi¢do das topoisomerases.
Desta forma fica evidenciado que ha ainda muitos estudos in vitro e in vivo que
possibilitem a elucidagdo da atividade citotdxica e do mecanismo de agdo destas

substancias.
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