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RESUMO

Harada TN. Correlagdo entre os ensaios de citotoxdade emArtemia salina Leach e

atividade antineoplasica sobre linhagens de célulaamorais para algumas classes de
produtos naturais. Campo Grande; 2009. [Dissertacde- Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

O objetivo deste estudo foi correlacionar qualkat quantitativamente a concentragao letal
necessaria para o teste citotoxico ém salina com a concentragdo inibitéria para o
crescimento de linhagens celulares tumorais, atiio dez substancias puras previamente
conhecidas. Estimativas para o ano de 2008 e galidabém para o ano de 2009, no Brasil,
apontam a ocorréncia de 466.730 casos novos dercgerfazendo o cenario indicativo da
necessidade de descoberta de compostos que visdmatamnento dessa doenca. A
biodiversidade brasileira contribui para a ideatifido de produtos com utilizagcdo econémica,
sendo as plantas fonte importante de produtos aistlnologicamente ativos. Dentre o0s
bioensaios simples e rapidos para avaliar a teil@dde produtos e extratos vegetais esta o
do microcrustdceo marinh&rtemia salinaLeach, considerado um bioensaio preliminar no
estudo de citotoxicidade e indicativo para testas raspecificos, como o teste em linhagens
celulares de mamiferos (antitumoral). Substanciasndas de vegetais e pertencentes as
seguintes classes de produtos naturais foram daaliguanto a sua atividade citotoxica:
alcaldides, flavondides e quinonas. Os ovoé dealinasdo eclodidos em solucdo salina e as
larvas utilizadas em estagio nauplio nas concedtsade 250; 125; 61,5 e 31,3 pg/mL para as
dez substéancias testadas: boldina, duguetina,aalemodina, rutina, quercetina, lapaclifel,
lapachonaN-nitrosoanonaina Bl-nitrosoxilopina. Células das linhagens bléparcinoma de
laringe) e B16-F10 (células de melanoma) sdo @dte em placas de micropocos e a
viabilidade avaliada pelo método da coloracdo colioisodamina B apds 48h de exposicéo
as substancias-teste. Dentre as trés classes detgsonaturais avaliadas, as quinonas
mostraram-se as mais ativas frente aos dois bimsnsgndo #-lapachona a substancia com
a menor GJp para ambas as linhagens tumorais e a duguetinalaatdide, a mais citotoxica
emA. salina Os resultados confirmam o bioensaicAdaalinacomo indicativo da atividade
antitumoral, porém nédo € possivel estabelecer wmalacdo quantitativa segura entre aPE

e a Cip dos testes.

PALAVRAS-CHAVE: atividade citotoxica, Artemia salina ensaio antitumoral SRB,
alcaldides, flavondides, quinonas



ABSTRACT

Harada TN. Correlation between the citotoxicity asays in Artemia salina Leach and
antineoplasic activity on tumoral cell lines for sme natural products groups. Campo
Grande; 2009. [Dissertation — Faculdade de Medicinda Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul].

The aim of this study was to correlate qualitatawel quantitatively the lethal concentration
needed for the citotoxic test oirtemia salinawith the inhibitory concentration for the
growth of tumoral cell lines using ten pure subst&analready known. Estimates for the year
2008 and also valid for the year 2009, in Brazihw the occurrence of 466.730 new cases of
cancer. It makes necessary the development of canasothat aim the treatment of this
disease. The Brazilian biodiversity contributes hwihe identification of products with
economic uses and plants are the important sowfcb®logically active natural products.
The A. salinaLeach brine shrimp assay is among the simple astl Hioassays used to
evaluate the toxicity of products and plant exsatttis considered a preliminary bioassay in
citotoxicity studies and an indicative test for maspecific ones like the bioassay with
mammalian cell lines (antitumoral). Substancesaex&d from plants and belonging to the
following groups of natural products were evaluated their citotoxic activity: alkaloids,
flavonoids and quinones. The salinaeggs are hatched in artificial seawater and usehe
nauplii stage to test ten substances in conceoimtof 250, 125, 61.5 and 31.3 pg/mL:
Boldine, Duguetine, Aloin, Emodin, Rutin, Quercetinapachol, p-Lapachone, N-
Nitrosoanonaine eN-Nitrosoxylopine. Hep (larynx carcinom) and B16-F10 (murine
melanoma) cell lines are cultivated in 96-well ptatand the viability evaluated with the
sulforhodamine B stain method after 48 hours ofoskpe to the tested substances. The
guinones were the most active among the three algtwoducts classes evaluated in both
bioassaysA. salinaand antitumorals-Lapachone was the substance with lowep f@ both
tumoral cell lines and Duguetine, an alkaloid, thest citotoxic toA. salina The results
confirm the A. salina bioassay as an indicative of antitumoral actiatthough it is not
possible to establish a secure quantitative cdroeldetween EE) and 1G from these tests.

KEY WORDS: citotoxic activityArtemia salina SRB assay, alkaloids, flavonoids, quinones
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1 INTRODUCAO

Estima-se a existéncia de mais de dois milhbesspecies de plantas, animais e
microorganismos ocorrentes na biodiversidade leigsilo que contribui para o aumento das
oportunidades de identificacdo de produtos comipelsstilizacdo econdémica. Afirma-se,
ainda, que as plantas sdo uma fonte importanteatRijos naturais biologicamente ativos,
constituindo-se em modelos para a sintese de undgmumero de farmacos (GUERRA,;
NODARI, 2007).

Estudos tém demonstrado que as areas da botadeanedicina estdo relacionadas.
Com isso, as acfes farmacologicas de flavondidgsarias, alcaldides, cumarinas, dentre
outras substancias extraidas de plantas, tém sidostvamente estudadas (MGal, 2000)
por industrias e grupos de pesquisa para obteregg@oothtipos farmacéuticos para tratamento
de diversos males.

Houghtonet al. (2007) afirmam que uma parte significativa dasdesrtas de drogas
nos ultimos quarenta anos tem sido focada em agypata prevenir ou tratar o cancer, ja que
na maioria dos paises desenvolvidos e, cada vez mo&i paises em desenvolvimento, o
cancer esta entre as trés causas mais comuns de enonorbidade. Como formas de
tratamento para esta doenca estdo a cirurgia, #@teepia, a quimioterapia e,
freqientemente, uma combinacdo de duas ou da< tggapregada, fazendo com que a
descoberta de drogas eficazes diminua o temp@iertento e impecam a reincidéncia.

Atualmente, ervas medicinais, especialmente as diticancer, ttm chamado atencéo
de institutos farmacéuticos a medida que cientisgtaisebem que elas sdo uma fonte quase
infinita para o desenvolvimento de drogas e quexicitiade destas é muito baixa, sem
apresentar efeito colateral (WAN& al, 2006). Enquanto drogas sintéticas contra o cancer
causam uma morte ndo especifica das células, ajmodsitos de origem vegetal oferecem
acbes protetoras e terapéuticas, com baixa citilade e beneficios para pessoas
imunocomprometidas (REDDYt al, 2003). Portanto, drogas anticancer em amplo uso
clinico sdo fundamentalmente citotoxicas e agemcjpalmente inibindo a proliferacao
celular através de diferentes mecanismos (HOUGHEOA, 2007).

Como ferramenta util na determinacdo de drogasraam cancer, avaliagbes para
atividade bioldgica, utilizando bioensaios simpkesrapidos tém sido adicionadas para
obtencdo de uma melhor indicacdo da utilidade dat@é. Assim, separacdes fitoquimicas

sao, hoje, rotineiramente direcionadas por bioessgiie garantem o isolamento de principios
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bioativos, sem determinar se eles pertencem a dedse de compostos ou nao (SAial,
1998).

Os bioensaios oferecem vantagem especial na padgd e controle de qualidade de
produtos de origem vegetal (MCLAUGHLIN; ROGERS, 89®, de uma maneira geral,
podem envolver organismos inferiores, como micnoisyaos € microcrustaceos, ensaios
bioguimicos visando alvos moleculares, como enzimagceptores e cultura de células
animais ou humanas. O que determinara o teste adegd a doenca alvo a ser estudada
(MACIEL et al, 2002).

Dentre 0os ensaios mais citados estdo aqueles aleldeie em organismos simples,
como o microcrustaceo marinetemia salinaLeach, que permite avaliar a toxicidade geral,
sendo considerado um bioensaio preliminar no esddedextratos e metabdlitos especiais com
potencial atividade biologica (MACIEEt al, 2002).

A. saling comumente conhecida como o “camardo de aguadsd/g& um pequeno
crustaceo que tem sido objeto de estudos fisiadégile zoologistas por muitos anos. Devido
a sua alta sensibilidade a ampla série de compasiosssibilidade de estocar seus ovos por
anos em temperatura ambiente e a obtencédo de gyaadédade de larvas em 24-48h, seu
uso tem sido promovido como organismo teste paceniaios (CEPLEANU, 1993).
McLaughlin e Rogers (1998) encontraram dados queram ser o bioensaio da salinatao
preciso ou até mesmo superior a ensaios em lineagemorais humanas, sugerindo-o como
uma pré-avaliacdo em detrimento de ensaios mais,calém de ser um método de avaliacédo
de pesticidas.

Outro teste citotoxico, porém mais especifico,lseado em uma ou mais linhagens
celulares de mamiferos (antitumoral), cultivadab sondicbes que promovem o efetivo
crescimento e a divisdo mitética. Células sdovadis em placas de micropocos e a taxa de
multiplicacéo e crescimento é medida pela formaig@or, cuja intensidade € diretamente
proporcional ao numero de células presentes (HOUDMH@t al, 2007).

Assim, o estudo biomonitorado e biodirecionadotrdom para a descoberta e a
analise de candidatos potenciais ao uso farmacéuiiindo-se aos ensaios mais complexos
que indicam caracteristicas a serem exploradasmegalificadas na elaboracdo de farmacos

derivados de produtos naturais da flora brasileira.



18

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Uso de plantas medicinais

O Brasil detem aproximadamente um ter¢co da florandial, considerando sua
extensdo e diversidade como fatores determinargesed privilégio na potencialidade de
novos fitoterapicos (YUNESt al, 2001).

Os componentes da biodiversidade podem forneceramma gama de produtos de
importancia econdmica e representam uma vasta fienseibstancias naturais biologicamente
ativas. Dentre eles destacam-se os fitofarmacolsstancias extraidas de plantas que
apresentam atividade(s) farmacoldgica(s), as qumdem ter aplicacdo terapéutica
(GUERRA; NODARI, 2007) e se tornarem modelos pasingese de um grande numero de
farmacos.

A utilizacdo de matéria-prima extraida de fontetsinads para a sintese de substancias
bioativas tem sido amplamente relatada ao longempo (BARREIRCet al, 2007), porém
a acao antropica aliada ao ritmo natural de extingas espécies coloca em perigo a
diversidade biol6gica existente e ocasiona a pedelgotencialidades ainda inexploradas
guanto ao seu uso benéfico para a sociedade.

Para subsidiar a exploragéo racional de produtmstit’os, pesquisas fitoquimicas sao
vistas como um primeiro passo no descobrimentaalgad Uteis em florestas tropicais, sendo
estas identificadas como fontes potenciais devidua flora diversificada (SAIRt al,
1998). Além disso, a tendéncia global de procurdques alternativas a industrializacéo e a
necessidade da preservacao ambiental tém conwilpaid que a floresta tropical seja alvo de
tais atividades, junto com o medo do esgotamentsacib por desmatamento e pela constante
ampliacdo das fronteiras agricolas.

A pesquisa por novos agentes anticancer de forstesam tem obtido sucesso em
todo o mundo, onde se coloca o conhecimento emafanlégico como aliado na busca de
plantas com potenciais atividades citotoxicas (GER\et al., 2003). O uso medicinal de
plantas e substancias naturais geralmente se pettaconhecimento ou crenca de que seu
uso, pelo homem e por animais domésticos, estéiadsaa efeitos benéficos a saude.

Ozaki e Duarte (2006) enfatizaram tal importan@a glantas na medicina humana e
na veterinaria, pois seu uso vem se mantendo atrd@éensinamentos propagados pelas

geracdes e podendo ser usadas simultaneamente cubstituicdo a farmacos classicos.
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Aliado a isso, soma-se a melhoria da qualidadeid@ & a eficiéncia na prevengao e no
tratamento de doencas.

Na América Latina, apesar do crescente acesso plalggdo urbana a modernos
remédios alopaticos e varias terapias alternataiagda € massivo e fortemente enraizado em
culturas locais (SPEISKY; CASSELS, 1994) o uso letps medicinais, em especial em
regides pobres e em grandes cidades brasileirds,s@o comercializadas ou encontradas em
quintais de residéncias (MACIEt al, 2002).

Dentre os produtos botanicos de maior interessais wisados, principalmente pela
industria farmacéutica, estdo aqueles que atuameéltiplos alvos anticancer, uma vez que
contém uma variedade de estruturas quimicas. Umtagem potencial dos produtos de
origem natural € que eles podem atuar através dtelasi vias e reduzir o desenvolvimento
de resisténcia pelas células cancerosas (YANCE;/AA@006).

Vérias razGes sao colocadas para explicar o sucdgs produtos naturais na
descoberta de drogas: sua alta diversidade quiwscafeitos da pressao evolutiva em criar
moléculas biologicamente ativas e a similaridadeuesal dos alvos protéicos entre varias
espécies (HARVEY, 2007).

Assim, o0 uso de substancias ou extratos obtidospldatas, particularmente
metabodlitos secundarios - compostos quimicos quelmente apresentam estrutura
complexa, baixo peso molecular, marcantes ativilatholdgicas, encontrados em
concentracdes relativamente baixas e em deternsngdgos de plantas (VON POSER,;
MENTZ, 2007) — tem levado ao conhecimento, des¢aleicorroborado o uso de produtos
naturais de uso popular com grande potencialidada @plicacdo farmacéutica. Com isso,
estudos de preservacdo e manejo sustentavel de Biceliversas e ameacadas fazem-se

necessarios no ambito da pesquisa biologica e téuniaa.

2.2 Cancer

Existe um publico consideravel e um interesse ientno uso de produtos naturais
presentes na dieta para o combate de doencas hamesecialmente as duas que
comumente mais matam em paises desenvolvidos: akecardiovasculares e cancer
(SHARMA et al, 2005).

O cancer € definido como uma doenca na qual umardks®s ocorre no processo
normal de divisédo celular, controlada pelo mategaiético (DNA) da célula (REDD#t al,

2003). Em complemento a tal definicdo, Moetaal. (2001) colocam o cancer como uma



20

colecdo de doencas caracterizadas por células masaligjue proliferam de maneira
incontrolada, invadem tecidos adjacentes e dissamse para 0rgaos distantes para formar
coldnias-irmas (tumores secundarios ou metastase).

A maioria dos tipos de cancer humano resulta dagg@o a carcindbgenos ambientais,
0 que inclui os produtos quimicos naturais e oslymimos pelo homem, radiagédo e virus,
além de outros fatores, como a predisposicdo @anétearranjo cromossémico, genes
supressores de tumores e transformacao esponRBBEBE®Y et al, 2003).

Um dos tecidos celulares que mais sofrem a acaamnogenos ambientais sdo as
células epiteliais, as quais estao naturalmentestap a varias fontes exdégenas de radicais
livres, tais como poluicdo e radiagdo UV, fatorae épzem das linhagens de melanoma um
alvo para estudos de extratos, fracdes e subssgmgras como possiveis agentes anticancer.
Callisteet al. (2001) utilizaram a linhagem de melanoma (B16)ivdea de células de tumor
espontaneo de pele de camundongo, para avaliaito eitotoxico de extratos de plantas.

Estimativas para o ano de 2008 e validas também paano de 2009, no Brasil,
apontam a ocorréncia de 466.730 casos novos derc@nexcecao do cancer de pele do tipo
ndo melanoma, estimado em 115 mil novos casosfioses mais comuns o cancer de
préostata e o de pulméao, no sexo masculino, e cecalecmama e o de colo de Utero, no sexo
feminino, acompanhando o mesmo perfil observadmumaodo (INCA, 2008).

Na busca pela cura dessa doenca, a pesquisa gasdmticancer obtidas de produtos
naturais comecou por volta de 1950, com a des@leedesenvolvimento dos alcaldides da
vinca: vimblastina e vincristina (BROWER, 2008),traidas deCatharanthus roseus
(SCHENKEL et al, 2007), bem conhecidas e com uso clinico prinogmaltratamento de
linfoma de Hodgkin e leucemia linfoblastica agudfamtil, respectivamente. O mecanismo de
acdo dos alcaldides da vinéaatravés da inibicdo da mitose, sendo seu alubuwdina, uma
proteina necessaria a divisdo celular (ITOKAWtAal, 2008).0utro exemplo de sucesso na
descoberta de drogas anticancer sdo os taxanasapelck docetaxel, isolados dexus
brevifolia e que apresentam uma impressionante atividadeipaimente sobre tumores de
mama e ovario (DA ROCHAt al, 2001).

Para o estudo e desenvolvimento de drogas capazasntentar a cura dessa doenca
de alta incidéncia mundial, a atividade citotoxdeaextratos e fragcdes de plantas, medida por
meio de ensaios de viabilidade celular laborate®an diversas linhagens tumorais humanas,
€ comumente realizada para o direcionamento e blegaode principios ativos, como
demonstrado no trabalho de Alforestoal. (2006).
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2.3 Ensaios bioldgicos - bioensaios

O bioensaio pode ser definido como uma estimal@eoncentracdo ou da poténcia de
determinada substancia através de uma respostgioelproduzida pela mesma. Dentre suas
utilizacdes esta a medicao da atividade de subatinovas ou quimicamente nao definidas
(RANG et al, 2001).

Para o desenvolvimento de novas drogas, a ateidi@dum composto precisa ser
comparada em varios sistemas de testes, utilizanttos ja conhecidos (padréo). Os testes
escolhidos devem ser simples e rapidos e tambémedala do possivel, especificos para o
tipo de atividade bioldgica a investigar (RANGal, 2001).

Portanto, a seguir é feita uma revisdo acerca as Wioensaios utilizados na
determinacao da atividade biologica de extrateg0kes e compostos extraidos de vegetais: o
bioensaio simples de letalidade Aasaling indicativo do segundo bioensaio apresentado, o

antitumoral, este, mais especifico.

2.3.1Artemia salinaLeach

O uso de invertebrados como bioindicadores ou binatadores é implementado em
testes antes do uso de vertebrados, mas sua aplieaga é marginal e envolve, dentre os
resultados primarios, a avaliacdo da toxicidadeemotpxicidade dos compostos testados
(KANWAR, 2007).

A letalidadein vivo de um simples organismo zooldgico, pode, seguncloaMighlin e
Rogers (1998), ser usado como um instrumento cogvende avaliacdo e fracionamento no
descobrimento e monitoramento de produtos natbiaetivos. O microcrustaced. salina
Leach (Artemiidae) é um invertebrado de ecossisteagaaticos salinos e marinhos usado em
ensaio laboratorial de toxicidade e outras acOesstimativa da dose letal (Ay@& al, 2007).
Pertence ao Filo Arthropoda, Classe Crustacea (PE&Kal, 2000). O estagio de larvas de
A. salinamais usado em testes laboratoriais compreenddadpede vida de 24 a 48h depois
da eclosao. Identificacdo da dose efetiva para &@%¥hortalidade das larvas (Bacontece
depois de seis horas de exposicdo, fazendo desteesim rapido e simples (KANWAR,
2007).

O microcrustaceo adulto é um animal extremamenie benhecido devido a sua
importancia como fonte de alimento para peixesistéceos criados em aquarios domeésticos,
sistemas de aquicultura e em laboratérios (PElgkAl, 2000). Os ovos dA. salinaLeach

sdo comercializados em lojas de animais a um l@igto e permanecem viaveis por anos se
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armazenados em condi¢fes ideais. Quando colocadoggea marinha, 0os ovos eclodem
dentro de 48h e geram um grande numero de larass (fauplio) para o uso experimental, o
que confere vantagens a esse tipo de ensaio Wol§yICLAUGHLIN; ROGERS, 1998),
além de poder ser utilizado como bioindicador eninitor da qualidade da agua, como por
exemplo, na determinagdo da citotoxicidade de qidat organofosforados (VAREX al,
2002).

Outra indicacao do bioensaio da letalidade s@brgalinaé seu uso em avaliacdes de
extratos de plantas, considerado por Pimental. (2003) como um teste eficiente, rapido,
barato e que requer uma quantidade pequena deran(@s20 mg). A DEy para valores
encontrados em teste com o microcrustaceo € geredrdez vezes a concentragcdo necessaria
para inibir 50% do crescimento celular {{flem testes antitumorais (MCLAUGHLIN E
ROGERS, 1998). Parrat al. (2001) também colocam o teste Alasalinacomo sendo (util
para predizer a toxicidadm vivo, ja que os testes de 20 extratos de plantas csibana
apresentaram uma boa correlagcdo entre o estudd. salinae em ratos. Entretanto, apesar
das vantagens apresentadas pelo primeiro métagaot@o simplicidade e ndo utilizacdo de
animais, este ainda ndo € um método laboratorialado.

Outra vantagem oferecida por esse ensaio est@omdaa a comunidade cientifica,
preocupada e sensivel com as questfes de bemapstal, considerando como 0s animais
sdo usados em pesquisa biomédica e em testesvpdiea a potencial toxicolégico de varios
tipos de substancias. Apesar de alternativas adsdos baseados no uso de animais nao
satisfazerem todos o0s requisitos e necessidadegpedquisa biomédica e de testes
toxicologicos, alternativas ao uso de vertebradstfioe sendo desenvolvidas e avaliadas
guanto a sua utilidade.

Porém, o ensaio com invertebrados ndo é de udasesxx como pré-avaliacdo no
estudo farmacéutico e toxicolégico de extratos tamgee substancias puras naturais e
sintéticas. Pelkaet al. (2000) objetivaram ajustar o ensaio citotdxico Alesaling em
micropogos, as demandas de testes de toxicidathaideiais dentarios, pois esses ensaios sao
muito baratos em comparacdo aos meétodos de cuéululas para tal fimA. salinafoi
utilizada por Svenssaet al. (2005) inclusive para testar a toxicidade de ageashorume de
diferentes aterros municipais contendo altas cdregies de ions cloreto, uma vez que esse
microcrustaceo € um organismo tolerante a conggigsasalinas. Os resultados encontrados
indicaram que amonia e ions amoénio e/ou ions mMeKABAa0 responsaveis por uma grande
porcao da toxicidade aguda do material testAdsalinatambémmostrou ser um organismo
conveniente ao teste de metabdlitos fungicos té(EARWIG; SCOTT, 1971).
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Uma das metodologias mais citadas e usadas dngng e em adaptacdes do ensaio
paraA. salinaem extratos e compostos de produtos naturais répogto por Meyeket al.
(1982). Este trabalho pode ser considerado como refeeéncia na tentativa de associar a
atividade citotoxica sobre o microcrustaceo ao ienda atividade antitumoral. A partir de
entdo, outros autores usaram tal metodologia caferéncia para avaliagdo de fracoes,
extratos e substancias puras de origem vegetal seestede citotoxicidade gerais
(MCLAUGHLIN E ROGERS, 1998; MOREIRAet al, 2003; NOLDIN et al, 2003;
LHULLIER et al, 2006; STEFANELLOet al, 2006; GRAMINHA et al, 2008). Porém,
estudos especificos para uma correlacdo quarditatiqualitativa entre o bioensaio Aa
salina e o0 bioensaio antitumoral, encontrada por Mesteal. em 1982, ndo foram, desde
entdo, conduzidos com o objetivo especifico debettaer e/ou reafirmar o uso seguro do
primeiro como indicativo e quantitativo da presenlga atividade do segundo bioensaio.
Trabalhos partindo de resultados positivos em gesten A. salinasao encontrados como
forma de triagem de substancias candidatas a tespesificos e mais dispendiosos, como o
bioensaio antitumoral.

Uma das substancias estudadas em nosso trabakubotaida por Cunha (2002) como
controle positivo em teste de extratos e fracOeS8dad de trés espécies da familia
Annonaceae em toxicidade de salina o lapachol. Em tal estudo, os extratos vegetass d
espécieRollinia laurifolia, Annona crassiflora Annona nutangpresentaram toxicidade nos
testes comA. salinae passaram para a proxima etapa da estratégreagent adotada pelo
autor: a determinacdo da concentracao inibitortzrestinhagens celulares tumorais e uma
normal. I1sso mostra a importancia da atividade es@bmicrocrustaceo como pré-requisito
para avaliacbes mais dispendiosas, exemplificalis pasaios antitumorais.

Dentre os extratos aquosos de 118 plantas medidmdianas testadas ef salina
por Krishnarajuet al. (2006), dois deles, obtidos das espédtesygonum cuspidatune
Syzygium cuminmostraram-se mais promissores, com valores dg @E13,5 e 2Qg/mL,
respectivamente. O grau de letalidade mostrou isetathente proporcional & concentracdo
do extrato e confirmou o uso medicinal tradiciotas$ espécies citadas quanto a sua atividade
antitumoral.

A. salinafoi utilizada na condugdo dos seguintes estudodirecionados: extrato
metanolico bruto e as substancias puras cinarapiericinarosidio obtidos da espéCimara
scolymusL. (alcachofra) (NOLDINet al, 2003); extrato acetato de etila do talo da folha,
metanolico da raiz, hexanico do talo da folha eailae as substancias puras estigmast-4-en-

64-ol-3-ona e B-O-p-D-glicopiranosil sitosterol obtidas deuterpe precatoriaMart. (acai)
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(GALOTTA; BOAVENTURA, 2005). Além disso, extratos dliferentes partes vegetais de
Rhizophora mucronatéRhizophoraceae) - uma arvore de manguezal -addi& por Kabaru

e Gichia (2001) como uma fonte potencial de ingk& botanicos foram testados ém
salina e também a fracdo aquosandbutanol, a acetato de etila e as substancias puras
praeruptorinas A e B extraidas eucedanum praeruptorubunn. foram testadas por lat

al. (2001) tanto frente A. salinacomo quanto a suas atividades antimicrobianasieidade

em ratos, sendo o controle positivo usado no tsteicrocrustaceo, a podofilotoxina, uma
lignana com comprovado efeito antitumoral (DAWDal, 2001).

Na literatura, sdo encontrados varios exemplogstedos que envolvera. salina
como um pré-ensaio de substancias isoladas despigtplantas avaliadas para determinar
sua citotoxicidade e sugerir futuras investigacpagm 0 uso como prototipos de novos
farmacos (TIEWet al, 2002). Mojica e Micor (2007) testaram o extrajo@so das sementes
de Barringtonia asiatica e encontraram uma relagcdo dose dependente (afdvida
concentracdes utilizadas), sugerindo uma poteacéb biolégica dos compostos da espécie,
que poderiam ser usados no tratamento de cancamoar. Também Daviekt al. (2004)
usaramA. salinapara avaliar a citotoxicidade tanto de extratagds como de substancias
isoladas do caule ddaprounea guianensi8ublet (Euphorbiaceae) obtidas por isolamento e
posterior elucidacdo estrutural.

Além de extratos e produtos obtidos de plamdasalinafoi usada para avaliacdo de
extratos etandlicos de 19 espécies de algas marifflas Chlorophyta, Phaeophyta e
Rhodophyta) do litoral brasileiro catarinense encaesultado, observaram que, 25 extratos
dos 26 testados apresentaram toxicidade em pelosmana das concentragoes (2@0mL,
100pug/mL e 50ug/mL) (LHULLIER et al, 2006).

Piccardiet al. (2000) testaram cinquenta linhagens de cianobaatérgénerdNostoc
obtidas de diferentes habitats e conhecidas podupnem uma grande variedade de
metabolitos secundarios com atividade antibidticaci®toxica. As biomassas foram
liofilizadas e extraidas de forma a obter os eagrdirutos hidrofilico e lipofilico, testados
qguanto as suas atividades antifungica, antibacimacitotoxica. Doze linhagens mostraram
toxicidade sobré\. saling sendo tal atividade associada aos extratos fidosf avaliados,
enquanto a atividade antifUngica mostrou-se comntre és extratos lipofilicos. Leet al.
(1999) também avaliaram amostras de cianobactéhidas de tanques de aquicultura e
reservatorios tailandeses (espécidscrocystis aeruginosaKutzing e Coelosphaerium
kUetzingianunNaegeli). Microcistinas (cianotoxinas causadorahegatotoxicidade) foram

testadas pelos autores émsalinacomo meio de comparacéo entre tal ensaio e o ¢este
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ratos injetados intraperitonealmenfe. salinamostrou ser um ensaio menos sensivel que o
segundo, porém, mais uma vez, um ensaio mais snmolerequerer menos equipamentos
laboratoriais e ser menos problematico do ponteista ético, mostrando ser conveniente na
deteccao da toxicidade de microcistinas (L&iEal, 1999). Tal alternativa € confirmada em
teste com o alcaldide cilindrospermopsoiatido de seis linhagens d&ylindrospermopsis
raciborskii em comparacdo com a atividade da microcistinadabtie Microcystis sp
(METCALF et al, 2002).

Peréxido de hidrogénio produzido pela attgterosigma akashiw@Raphidophyceae),
um organismo ictiotoxico responsavel pela maré efren e associado a mortalidade de
peixes na industria de aquicultura, foi avaliadbred. salinae sobre duas linhagens de
células de vertebrados: HEK-293 (figado embriondumano) e UMR-106 (osteosarcoma de
camundongo) (TWINERet al, 2001), reafirmando a utilidade desses ensaiosvanados
grupos de organismos e espécies.

A. salina é utilizada para testes de toxicidade de compasitagticos, como por
exemplo, de 1,3,5-triazinas substituidas, composiagticos heterociclicos (N), os quais
possuem varias atividades biolégicas, incluidardesdtas, a anticancer (CAVALCANTéE
al., 2000) e em testes de toxicidade e antimicrobideoderivados de 1,2,4 oxadiazbis
contendo substituintes fenilclorados (MACHAR®Dal, 2005).

Complexos de ferro (lll) com tiosemicarbazona mmidormamida e seus derivados
foram obtidos e analisados por Gramiehal. (2008) sendo que as tiosemicarbazonas e seus
complexos [Fe(2Am4DHICI e [Fe(2Am4Me)]Cl apresentaram toxicidade sobke salina
em baixas concentracfes, sugerindo a presencaopeeggiades antineoplésicas, ja que esse
bioensaio possui uma boa correlagdo com a atividiéot®xica em tumores sélidos humanos.

Um dos aspectos levados em conta por alguns autoneseus trabalhos foi a idade
das larvas dé\. salina Esse fator influenciou diretamente a toxicidattdbaida aos quatro
carbamatos testados por Barahona e Sanchez-F&a88)( Os microcrustaceos com 72h de
vida foram mais sensiveis aos pesticidas do quelesjtestados com 24h, o que, segundo os
autores, ocorre usualmente. Portanto, larvas cdmdé8vida, ja em estagio nauplio, sédo as
mais utilizadas nos ensaios.

De acordo com Daviet al. (2001) a classificacdo de substancias puras @btida
extratos de plantas, quanto a sua atividade cittiéemA. salinapode ser assim atribuida:
substancias que apresentamsHO000 ug/mL sédo consideradas inativas e aquelas com
DEs0<100 ug/mL sdo muito ativas, comparaveis a camptoteciaa sulfato de vincristina,

substancia usada no tratamento de leucemia (SCHERIRSet al., 2007). Substancias
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medianamente ativas, comparaveis ao acido hiptejmesentam Dig>100 pg/mL e <1000
pug/mL.

O ensaio d&. salinaé, portanto, uma ferramenta Gtil na avaliagcdoaeidnamento
monitorado para bioatividades, levando ao isolamet¢ diversos produtos naturais,
incluindo membros de varias classes, tais commflames, triterpenos, esterdis e compostos
aromaticos simples, poupando a necessidade deognaatitumorais mais caros ou em
animais (CEPLEANU, 1993). Encontra-se ainda, nexdiura,A. salina sendo usada em
varias outras avaliacbes biolégicas, confirmanda sensibilidade e versatilidade como

elemento em estudos de toxicidade.

2.3.2 Ensaio antitumorak avaliacdo da atividade antineoplasica

Testes de quimiosensibilidade em células adereatesiicroplacas tém sido
amplamente utilizados para avaliagdo de drogaséauer (PAPAZISISet al, 1997),
consistindo em um teste mais especifico, poréembéammais complexo e com maiores
gastos.

Existem diferentes tipos de ensaios colorimétrichsponiveis comercialmente
(HENRIKSSONet al, 2006). Os ensaios mais citados nos artigos eracnd para a revisao
bibliografica deste trabalho foram o MTT (microgtdlio) e o SRB (sulforrodamina B). O
método MTT quantifica a habilidade de células viaweduzirem o sal de tetrazélio, de
coloracdo amarela, em cristais purpuras, atravéstidalade metabdlica mitocondrial. Ja o
ensaio SRB cora as proteinas das células, ouagdja,a fixacdo daquelas que se mantiveram
aderidas depois da adi¢cdo e incubacdo com as dexjadas, o corante SRB € adicionado e a
lise das células é provocada, o que possibilitaamtificacdo do corante liberado, detectado
pela leitura da absorbancia de acordo com a irtadsida cor.

Segundo Itharagt al. (2004), o método SRB é utilizado em ensaios citotd de
extratos aquosos e etandlicos de plantas tradioiemée usadas em preparacdes medicinais,
oferecendo um suporte cientifico ao uso de taistasacontra o cancer. O mesmo meétodo é
tido como pratico, pois apos a fixacdo da monocantkdcélulas com TCA, coloragéo pelo
SRB e secagem, as placas podem ser armazenad@sidadeente. Além disso, pelo seu alto
grau de sensibilidade, adaptabilidade ao formatopldeas de 96 pocgos e estabilidade
indefinida, o ensaio SRB é adequado as avaliagbekmga escala e a pesquisa (VICHAI;
KIRTIKARA, 2006). Tais vantagens e o fato de sematodologia utilizada em testes

realizados pelo programa de descobrimento de dragisancer do Instituto Nacional do
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Cancer dos Estados Unidos, subsidiam a utilizagdendaio SRB na avaliacdo da atividade
antineoplasica.

Para realizacdo deste trabalho de correlacdo @géosnsiologicos foram selecionadas
dez substancias pertencentes a trés classes gsliidifeaentes: alcaldides, flavondides e
quinonas. A seguir, € apresentada uma revisdoutssascias avaliadas, referenciando suas
potencialidades em bioensaios e atividades ja ciotdee

2.4 Alcaléides
2.4.1 Duguetina e boldina

Alcaldides formam um vasto grupo de metabdlitos emorme diversidade estrutural,
representando cerca de 20% das substancias natesarstas (HENRIQUESt al, 2007).

O termo alcaldide é considerado por Roblatral. (1997) como de dificil defini¢éo,
sendo comumente aplicado a compostos nitrogenafisos de origem vegetal que tenham
atividade fisiologica sobre o organismo e os siatede mamiferos, constituindo importantes
agentes terapéuticos usados para tratar doencasiguesde a malaria até o cancer.

Segundo descricdo de Stévigetyal. (2005), alcaldides sdo metabdlitos secundarios
abundantes em plantas e com registros de multplasiadas propriedades farmacoldgicas.
Em seu trabalho de revisdo de potencialidadesogitis e antitumorais de alcalbides
aporfinicos, a familia Annonaceae e a boldina $@olas como fortes candidatas a agentes
anticancer. Os autores ainda propdem que apor§imoon pouca ou nenhuma atividade
citotoxica poderiam ser usados como agentes adgwa&m tratamentos anticAncer ou como
agentes quimiopreventivos contra compostos indsitdestumores.

Extratos e fracdes de uma espécie da familia Aaceae foram testadas por Pimenta
et al. (2003) que concluiram, através do bioensaiddaalinae de andlise cromatografica,
gue as acetogeninas dessa espécie sdo potenciEtigesagpesticidas e antitumorais.
Acetogeninas obtidas da familia Annonaceae foramladas por fracionamento
biodirecionado pelo ensaio de letalidadeAdasalinae posteriormente avaliados quanto a
citotoxicidade em linhagens celulares tumorais mamdgYEet al, 1996).

A fracdo alcaloidica dBuguetia furfuraceaobtida por Fischeet al. (2004) mostrou
atividade sobre a linhagem Palo Alto cloroquinasserl de Plasmodium falciparum
indicando que plantas contendo alcalbides isoquiitols poderiam ser avaliadas quanto a

atividade antimalarica.
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De acordo com Silvat al. (2007), espécies do génddaguetig pertencente a familia
Annonaceae sao invasoras de pastagens e prejudicagonomia regional baseada no
agronegocio praticado no Centro-Oeste, possuidobidma predominante Cerrado. Em
estudo fitoquimico da casca do caule e madeifa. derfuraceaforam obtidos o 6leo volatil,
extratos éter de petréleo e alcaloidico que, quan@diados quanto a sua citotoxicidade,
mostraram letalidade sobre larvas Alesalina (valores de DE: 2,6; 6,1 e 36,ug/mL,
respectivamente). Tal atividade foi atribuida aspnga de alcaldides e substancias
previamente estudadas por Careital. (2006).

Duguetina também foi encontrada em folhas e cdsc@&aule secos dBuguetia
flagellaris Huber (Annonaceae) em seu extrato etanélico (FEEGiNal, 2002).

Duguetina possui a formulal,10sN e a seguinte estrutura quimica:
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Figura 1 — Estrutura quimica da duguetina.

Poucos dados acerca dessa substancia sdo encemenditeratura, o que reforca a
necessidade de estudos quanto as suas possiveisdes bioldgicasn vitro e in vivo,
principalmente devido aos seus resultados prongisser pela caracteristica do grupo
fitoquimico ao qual pertence.

Um exemplo de planta nativa e tradicionalmente aigawt seu efeito terapéutico é
citado por Speisky e Cassels (1994): bol@@umus boldusMol.), que tem despertado
interesse devido ao acumulo de ampla base de dom@o quimico de seus constituintes
alcaloidicos e a percepgdo cultural como plantaicimed eficaz para o tratamento de
desordens digestivas e hepatobiliares. De acorda os autores, alcaléides foram
reconhecidos como compostos ativos do boldo e dirao[GgH2:NO,), seu principio ativo,
tem atraido atencéo dentre os varios metabolimssg@rios identificados na espécie. Boldina

€ o0 alcaldide majoritario nas folhas e caule doustd de boldo chileno, encontrado
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abundantemente nos ecossistemas mais Umidos @ regiclima Mediterraneo do Chile
central e porcao norte do distrito chuvoso do i@gdeno (O'BRIENet al, 2006).
Guinaudeatet al. (1988) em ampla revisdo acerca dos alcaléidemnotomo fontes

da boldina, as familias botanicas: Annonaceae, dtelinceae, Lauraceae, Monimiaceae.

Figura 2 - Estrutura quimica da boldina.

Aterosclerose, hepatotoxicidade induzida por drogdeencas autoimunes e
inflamatorias, algumas formas de cancer e doengasodegenerativas estdo entre as
mencionadas por Speisky e Cassels (1994) como palve intervengdo com antioxidantes
como a boldina. A propriedade antioxidante, maisda entre os artigos sobre a boldina, foi
demonstrada por Loghet al. (2003) em ensaim vitro, onde a boldina mostrou umasgde
4,35+0,16ug/mL, enquanto Troldk- antioxidante de referéncia, analogo da vitamina E
apresentou G$>8,18 ng/mL. Segundo Speisky e Cassels (1994), evidérstigerem que
alcaldides aporfinicos possuem atividade antioxalaevido ao atomo de hidrogénio ligado
ao carbono benzilico perto do atomo basico degétim, aléem da contribuicdo das funcdes
fendlicas a habilidade varredora de radicais.

De acordo com O’Briemt al. (2006) e Youret al. (2002), atividades farmacoldgicas,
tais como: citoprotetora, antitumoral, antiinfladgré, antipirética e antiplaquetéaria tém sido
associadas a habilidade da boldina em varrer riadivaes reativos. Além dessas, boldina
mostra um efeito insignificante em tegtevitro sobre o virus da poliomielite humana e em
células VERO hospedeiras (BOUSTéEal, 1998), esta, uma linhagem estabelecida a partir
de células do rim de macaco verde africader¢opithecus aethiop$ESTACIA et al., 2004)

e, portanto, indicativo da auséncia de toxicidadecélulas normais.
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O interesse em tal substancia é gerado pelodatohas e ervas contendo boldina
serem amplamente consumidos na América do Sulhadale boldo serem continuamente
exportadas para alguns paises europeus para pospedcessamento farmacoldgico e
producdo de fitoterapicos contendo a substanci@8REN et al, 2006). Além disso, o
conhecimento, a cultura popular e a comercializaiseminada do boldo proporcionam a
espécie um facil acesso e o uso indiscriminado cwamédio caseiro” para diversos males,
alguns sem comprovacdo cientifica. E interessariservar, portanto, que estudos
toxicolégicos sugerem uma moderacdo e cuidado nesucoo de cha de boldo,
principalmente no primeiro trimestre da gravideaoeuso por tempo prolongado, uma vez

gue ha grandes indicios de teratogenia e hepatatagie (RUIZet al, 2008).

2.4.2N-nitrosoanonaina B-nitrosoxilopina
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Figura 3 — Estrutura quimica tlanitrosoanonaina B-nitrosoxilopina.

N-nitrosanonaina (GH14N20s3) e N-nitrosoxilopina (GgH16N20,4) foram obtidos, pela
primeira vez por Carollet al. (2006) como dois novos alcaldides da espéuiguetia
furfuraceacontendo uma funcionalidadienitroso (NO). Tais substancias ndo possuem testes
bioldgicos relatados na literatura e suas caratias fisico-quimicas sao pouco conhecidas.

Porém, a identificacdo de atividade fisiologica aedo nitrico (NO) tem gerado
interesse devido a sua capacidade de regulacaarids Wuncdes fisioldgicas importantes em
organismos vivos e como um sistema de carreameatédmnacos. Portanto, para fins
medicinais, é desejavel a descoberta de compostaoes de NO com liberagcdo controlada
(OWHADA et al, 2001).
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Oxido nitrico € uma molécula reativa - um radioale - com atividades em varios
processos fisioldgicos no organismo, incluindo &igdo da proliferagdo celular tumoral
(TARAPHDAR, 2001). E sintetizado pela oxidacdo dargjinina por uma familia de 6xido
nitrico sintases, um potente mediador biolégicoobndo nos processos fisioldgicos de
vasorelaxamento, neurotransmissdo e defesa imucalog EPILLER et al, 2007,
SCHARSACKEet al, 2003).

Alcaldides, uma classe de compostos naturais comdade antitumoral de ocorréncia
em plantas encontradas no bioma Cerrado e da apeinf parte &-nitrosoanonaina e M-
nitrosoxilopina, com sua funcdo NO, despertam @s®® na descoberta de atividades

biolégicas.

2.5 Flavonoides

Flavondides constituem, de acordo com Santos (200M) grupo de pigmentos
vegetais de ampla distribuicdo na natureza, sendo sga presenca nos vegetais parece
relacionar-se as funcdes de defesa (protecdo comtya ultravioleta, acdes antifungica e
antibacteriana) e atracéo de polinizadores.

A atividade protetora de frutas e vegetais confniacer e doengas cardiovasculares
tem sido atribuida a varios antioxidantes, derles @s flavondides contidos nesses alimentos
(CAO et al.,1997). Existe ampla evidéncia que uma dieta medl@vondides pode promover
boa saude e prover protecao contra doencas redal@era idade, porém permanecem incertas
as condi¢Bes e 0s niveis de ingestdo necessamasppaiuzir um dano potencial a saude.
Dadas a ampla e a variada distribuicdo dos flavtesdna dieta humana, suas bioatividades
potenciais podem ser subestimadas, particularmegteseu uso como suplementos
alimentares (SKIBOLA; SMITH, 2000).

Varias plantas que contém flavondides sdo conhegdapossuirem altas atividades
antioxidantes em comparagdo com moléculas de refierétais como a vitamina E e seu
derivado hidrossoltvel, Trol6x (TROUILLAS et al., 2003). Além de frutas e vegetais,
bebidas populares, tais como vinho, cha e caféasagrincipais fontes de flavonodides
incluidos na dieta, contribuindo para a existén@aelatos de tais compostos agindo como
antioxidantes e protetores de varios tipos de aglabntra estresse oxidativo mediado por
lesé@o celular (MATSUt al, 2005).

Os flavondides exibem atividades antioxidante @edeanra de radicais livres (N€t

al., 2000) - radicais livres oxigenados estdo envolvidom a fisiopatologia de varias
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doencas, tais como inflamacdo, doencas cardiacpgnscas, cancer e varias outras
(TROUILLAS et al., 2003). Sado conhecidos por atuarem na captura gaheacdo de
espécies oxidantes, como por exemplo, o anion &xioler O, radical hidroxila ou radical
peroxido. Outros flavonoides conseguem se ligama metalicos, impedindo-os de atuar na
producao de radicais livres (ZUANAZZI; MONTANHA, 20).

Os flavondides de origem natural séo, frequentemeniigenados e com uma grande
parte ocorrendo conjugados com acucares (ZUANAEKDNTANHA, 2007). Rutina € a
forma glicosidea (3-O-ramnoglicosideo) principalgieercetina, o flavonol mais abundante
em vegetais e frutas (MANACHt al., 1995). A glicosilagdo do grupo hidroxil, como o
presente na rutina, reduz consideravelmente a ick#okec varredora de radicais (PIETTA,
2000).

A fracéo flavonol obtida dBeta vulgarisfoi separada em coluna HPLC e, de uma de
suas frac6es obtida em menor quantidade, foi e&raimistura de cinco compostos: rutina,
qguercetina 7-glucuronida, isorhamnetina, apigeratinosida e um flavonol-glicosideo
desconhecido. Esse conjunto mostrou uma atividatmigotica sobre células cancerigenas
de mama (linhagem MCF-7), segundo metodologia derjporacdo de timidina, nove vezes
maior do que a molécula predominante, vitexina-Za@nosideo, obtida como um dos
componentes da fracdo fendlica da espécie (NINFARL., 2007).

Cunha (2002) adotou a rutina como controle negatiwoteste de extratos e fracoes
obtidos de espécies da familia Annonaceaédesaling mostrando ser esta, uma substancia
inativa. Tal resultado pode ser atribuido ao caté@tirofilico da substancia (MATSUE al,
2005). Por outro lado, Cepleanu (1993) testou agampostos puros para validar o método
por ele modificado de teste de citotoxicidadeAensalinae elegeu, dentre outras substancias
ja de uso e/ou citotoxicidade conhecidas, a rutaisplatina, taxol e vimblastina, todas
citotoxicas. Porém, o autor alerta que a atividaaléomem n&o necessariamente indica uma
atividade no microcrustaceo e vice-versa, jA qudais organismos sao fisiologicamente e
farmacologicamente diferentes.

Em trabalho de Net al. (2000), rutina apresentou uma agao antioxidantgetgnte
ao controle positivo em ensaio de peroxidacéao itpidh vitro usando tecido cerebral
homogeneizado de rato. O potencial protetor catgrems ao DNA celular parece depender da
lipofilicidade da substancia em conjunto com a atigidade antioxidante (LIMAet al.,
2006). Tal acéo protetora da rutina contra danosxmiativos € corroborada por Calaled
al. (2005).
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Além das atividades citadas, a rutina é atribuidec@ tbnico-venosa, ja que essa
substancia é empregada no tratamento de enferrsidatacterizadas por hemorragias e
fragilidade capilar e comercializada no Brasil e gaises europeus, como medicacao para o
tratamento de alguns disturbios circulatorios (ZW¥ | E MONTANHA, 2007).

A rutina (G7H30016) poSsui a seguinte estrutura molecular:

OH o] X OH
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Figura 4 — Estrutura quimica da rutina.

A quercetina (gH1007) corresponde a parte aglicona da rutina, possuirsgégainte

estrutura quimica:
Ok
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OH @)
Figura 5 - Estrutura quimica da quercetina.

Harwood et al. (2007) realizaram revisdo bibliografica acerca d@gusanca da
quercetina na dieta humana, ja que, devido ao amf@messe no seu efeito antioxidante, ao
consumo diario em produtos tradicionais e a peévise uso como aditivo alimentar, tal

substancia tem sido de grande interesse quantelamecanismo de acdo, metabolizacao,
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genotoxicidade, mutagenicidade, toxicidade e cagdnicidade, sendo uma das varias
substancias que ocorrem naturalmente e constanter@no flanovol na dieta humana.

Diversas espécies sdo possuidoras de flavondidaa descoberta é efetuada através
de estudos fitoquimicos classicos. Folhas secatetimium atacameng@abr., uma espécie
encontrada no norte do Chile, foram examinadasdasarbioensaio da letalidade Aasalina
e o teste antitumoral (ensaio MTT) como guias pdir@cionamento do seu extrato etandlico
(MORALES et al.,2006), levando ao isolamento da quercetina e ®wlinés compostos.

Quercetina suprime o crescimento tumamalitro ein vivo, com varias caracteristicas
gue a tornam um composto anticancer potencial (€A&l.,2003). Tais estudos demonstram
gue o seu uso oral parece ser seguro e possivelmhno tratamento do cancer, o que é
visto no estudo dos autores e reforcado em rewlsdgance e Sagar (2006), enfatizando o
carater antiangiogénico da substancia.

Os efeitos de extratos hidro-alcoolicos de 16 pkeincontradas em territério francés
e possuidoras de substancias fendlicas e flavomdmam avaliados com relacdo a acédo
antioxidante, antiinflamatéria e citotoxica. Doistratos tiveram resultados comparaveis a
quercetina, usada como controle quanto a acaoxatdite. No ensaio citotdxico utilizando
células de melanoma de camundongo, linhagem BEsmetodologia azul de tripan, seis
extratos mostraram um efeito anti-proliferativo n#igativo quando utilizados em altas
concentracdes (> 0,5 mg/mL) (TROUILLAS al.,2003).

Os resultados obtidos por Saga al. (1995) mostram a quercetina, dentre quatro
flavondides estudados, como possuidora da maiprdfaiedade antiradicalar, fato atribuido
as suas caracteristicas estruturais. A rutina,sparvez, apresentou um efeito antioxidante
comparavel ao da quercetina. Por outro lado, endicoes experimentais com grandes
quantidades de ions metalicos, a mesma pareceintefiagir com membranas, 0 oposto da
quercetina e da naringenina, ambas com forte géieraom a bicamada lipidica celular.

Outros resultados reforcam a quercetina como agantitumoral, mostrando seu
efeito inibitério, avaliado em células derivadasodeeosarcoma de camundongo (UMR106) e
de calvaria osteoblastica de rato ndo transfornisiZ8T3E1) com ajuda do corante cristal
violeta (FERRERet al., 2006). Além disso, ensaio antitumoral SRB mostiaua
sensibilidade de células humanas normais a queaceth que aconteceu em menor
intensidade no teste com linhagens tumorais gaspidmonar e hepatica (TA&t al.,2003).

Dentre as diferentes fontes de obtencdo da queacaima delas foi avaliada por
Hakimuddinet al. (2004). O efeito de trés diferentes flavondidesagdbs de fracdes obtidas

de vinho tinto foram avaliados quanto ao seu efaittproliferativo celular na linhagem
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MCF-7, MCF-10A (linhagem de células epiteliais itatizadas de mama humana) e HMEC
(linhagem de células epiteliais de mama humanay@dérde ensaio SRB. Na presenca dos
flavondides, as linhagens de células normais crastenormalmente, enquanto que a
linhagem cancerigena sofreu uma mudanca em sualowé e se tornou apoptotica.

Quercetina suprime a sintese de DNA de uma madefe-dependente e, 48h apos a
adicdo da substancia vitro, o crescimento das células de cancer gastricoidgzaa
aproximadamente 70%, 23% e 10% do nivel do conawld¢ratamento com 3,0; 9,0 e 21,16
ug/mL da substéancia, respectivamente (YOSHI&Al., 1990).

Além da atividade contra linhagens tumorais, addle antioxidante vitro e efeitos
hepatoprotetores da quercetina foram analisadod,ip@ et al. (2006), usando a linhagem
celular HepG2 (hepatocarcinoma) ¢-BHP, um hidroperoxido organico téxico, e 0 ensaio
MTT para determinar a viabilidade celular.

Para reafirmar o uso da quercetina em diversesiades bioldgicas, os resultados
obtidos por Willain Filho (2005) mostram que elaregenta uma importante acao
antinociceptiva quando administrada via intrapasgtd e oral em camundongos, destacando-
se sua marcada e prolongada acdo contra a doridadymor acido acético, quando
administrada intraperitonealmente. Em comparacé&oamalgésicos tradicionais, a quercetina
mostrou ser de trés a quatro vezes mais potenj@el@ aspirina e o paracetamol em mesmo

modelo de dor.

2.6 Quinonas
2.6.1 Aloina e emodina

As quinonas naturais sdao de vital importancia pegetais superiores, artropodes,
fungos, liquens, bactérias, algas e virus. Devidgsa distribuicdo em variados organismos,
suas funcgbes bioldgicas sdo multiplas, agindo dmdonotavel em seus diversos ciclos
bioquimicos (SILVAet al, 2003).

Em estudos farmacolégicos, as quinonas mostramadasiatividades, dentre elas as
propriedades microbicidas, tripanossomicidas, vid#s, antitumorais e inibidoras de
sistemas celulares reparadores, processos nos guam de diferentes formas. Uma
atividade marcante € a inibicdo do complexo dasisopmerases, 0 que provoca o inicio da
apoptose celular e, consequentemente, tem desper@encao na criacdo de estratégias para
o combate de neoplasias, principalmente relacianadacancer de préstata (SIL\& al,
2003).
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Baseado na estrutura molecular, as quinonas sadidds em diferentes grupos,
utilizando-se como critério o tipo de sistema articnaque sustenta o anel quinonoidico:
benzoquinonas — um anel benzénico; naftoquinonas anel naftalénico; antraquinonas - um
anel antracénico linear ou angular (SIL¥Aal, 2003).

De acordo com Cichewicet al. (2004), numerosas antraquinonas tém sido relatadas
como inibidoras de células tumorais e tém sido asatinicamente como agentes anticancer.

Plantas do géneraloe tém sido tradicionalmente aplicadas na praticaicired por
milhares de anos em varias culturas do mundo enfgzete do uso popular como tratamento
cosmético e fitoterapéutico, sendo conhecida, ngésero, a classe de compostos ativos
antraquinona, da qual fazem parte aloina e emodina.

Devido ao fato de plantas e ingredientes botarcoosendo aloina serem amplamente
utilizados na medicina tradicional e em produtasih@os no varejo (suplementos alimentares
e cosméticos), suas propriedades toxicoldgicasstimamplamente estudadas (WAMER
al., 2003).

Aloina é identificada como um dos principais contpssdo génerdloe, exibindo
efeito antioxidante significativo em concentracded,38 a 0,93g/mL, através de ensaio de
quimioluminescéncia (TIAN; HUA, 2005).

Resultados obtidos na avaliagdo de sucos de folaasspéciebloe feroxMiller e
Aloe arborescenMiller mostraram ser estas capazes de acelerar a pragoes&chamento
de ferimentos provocados experimentalmente em eatmselhos. A administracéao topica das
mesmas preparacdes, possuidoras de aloina, derttess substancias, inibiu o crescimento
das quatro linhagens de bactérias testadas, alémog@arem ser fungitdxicas a espécie
Cryptococcus neoformarg3lA et al, 2008)

Aloina extraida dé\loe excelsaplanta usada no tratamento de varios males cagéne
estomacais e usada como laxativa, mostrou atividadiga bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, podendo ser comparada a espécies ja rcaimente exploradas
(COOPOOSAMY; MAGWA, 2006).

Aloina (G1H220o) foi testada em linhagens tumorais humanas e mopssuir efeito
antiproliferativo (NCIFOROVIC et al, 2007), citotoxico em linhagens de cancer de mama
humanas (ESMAEt al, 2006), porém, em células leucémicas, aloina moster destituida
de atividade antitumoral (GRIMAUDE@t al, 1991).

Larvas deArtemia franciscandoram expostas ao extrato obtido de gelAtke vera
contendo aloina e outras antraquinonas e resuliouuma DEy de 1,44 pg/mL apos
exposicao por 24h (COCK; RUEBHART, 2008).
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Figura 6 — Estrutura quimica da aloina.

Emodina (GsH100s) € uma substancia ativa de varias drogas oriundasneses
laxativas, tais como aloe, senna e ruibarbo (raizeena deRheum palmaturh.) (WANG et
al., 2001), aléem de ser um corante amplamente digtiobentre fungos e liquens (TEIGH
al., 2004). Hidroxiantraquinonas possuem, segundo Véaa{ (2001), varias atividades, tais
como: antiviral, anticancer e vasorelaxante.

Yanget al. (2003) sugeriram a utilizacdo da emodina como ramente larvicida de
ocorréncia natural e ativo sobre larvas dos maossjdiedes aegypti, Aedes togoi e Culex
pipiens pallens,pois em seu experimento, a substancia extraideCaksia obtusifolia
apresentou Df de aproximadamente 1,9; 2,2 e 1,4 mg/L, respautivde para as espécies
citadas. Além disso, um outro resultado encontfad@ue a emodina possui uma potente
atividade antimutagénica e uma atividade antigemcadmnuito eficaz (LEEet al, 2005).

A habilidade da emodina se incorporar e atravebgamadas fosfolipidicas foi
testada por Alveet al. (2004) para determinar o coeficiente de partic&fofgpideo-agua
usando modelos de membranas. Foi estudada tambésficaria da emodina como
antibacteriana e/ou antiviral quando incorporada ,embranas fosfolipidicas comparada
com a observada na forma livre. A capacidade hastatica da emodina em inibir o
crescimento dé&scherichia coli(DH5a) - MIGs, - foi de 0,59ug/mL quando incorporada a
lipossomos, enquanto que emodina completamentdikodda em solucbes aquosas em
concentracdo de 4g/mL ndo mostrou atividade, provavelmente devidsua baixa
solubilidade. Emodina pode, ainda, ser considenama agente viruscida, pois mostrou
inibicdo total sobre virus VHSV (virus da septicarhemorragica viral) quando adicionado
8h apos a infeccdo (ALVES al, 2004).
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Devido a importancia da interrupcdo no processadiesao celular na metéstase,
Huanget al. (2006) examinaram o efeito da emodina, mostraed@ substancia uma forte
inibidora da adesdo nas linhagens humanas: MDA-BB-2céancer de mama), Hela
(carcinoma cervical humano), HepG2 (hepatocarcinoenBlSC5 (carcinoma escamoso de
pele), sugerindo que tal efeito ndo é tipo celdipendente.

Outro fator importante no desenvolvimento tumora @poptose celular. De acordo
com Lee (2001b), a emodina causa morte de célly {inhagem de células cancerigenas
escamosas de pulméao) através de apoptose quimecapor-induzida. Em seu trabalho, as
alteracdes morfoldgicas causadas pela substameia fidentificadas em tal linhagem celular:
em tratamento de 4h com 13,p4/mL de emodina apareceram vesiculas nas célukas e,
16h, houve um arredondamento e eventual desprenttirdas células do substrato.

A citotoxicidade apds tratamento das linhagenslasls tumorais humanas: A549
(pulmao), SK-OV-3 (ovario), SKMEL-2 (melanoma), X¥8! (sistema nervoso central) e
HCT-15 (célon) foi determinadia vitro pelo método SRB através da estimativa da taxa de
inibicdo da proliferacéo celular depois de contiexposicdo, por 48h, a emodina e outras
substéancias testadas em triplicata, com cisplatmao controle positivo (LEEt al, 2005).
Porém, o mecanismo molecular do efeito quimiotarap@ pronunciado da emodina
permanece sem explicacédo. A determinacao do seo dwdcao pode ser importante para o
desenvolvimento de sua aplicacéo @&ll, 2005).

A emodina e uma série de derivados foram avaligdasto a atividade antitumoral e
afinidade 6ssea para pesquisa de compostos maienefs e menos téxicos. Todos
mostraram afinidades em diferentes graus e, emoeNBEl, emodina apresentou uma taxa
de inibicdo celulain vitro, em células de osteosarcoma, de 24,9x16l/L (CHEN et al,
2007).

De forma a corroborar a atividade antitumoral etrealain vitro, Yanget al. (2004),
em dose de 30 mg/kg/dia, mostraram que a emodijegada intraperitonealmente durante 18
dias, possui atividade em camundongo inoculadoutabeamente com células EC/CUHK1
(linhagem derivada de carcinoma esofagico).

Além disso, dentre quatro antraquinonas, emodimasantou a atividade supressora
mais alta na proliferacdo celular de seis linhagknesélulas tumorais (linhagens K562 e Raji
— eritroleucemias; VERO; Calu-1 — carcinoma de @adrhumano; HelLa; Wish — linhagem
epitelial transformada) testadas por Kataal. (1997). Tal atividade inibidora no crescimento
de células tumorais foi relatada para os compqetesentes na espécie testddélalygonum

hypoleucunmOwhi, tradicionalmente usada na medicina chinesa.
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Outras linhagens susceptiveis a acdo da emodmaan fonostradas na inibicdo da
proliferacédo de trés linhagens celulares de hepmtbomano, avaliadas pelo ensaio de
reducao do sal XTT-tetrazolio: HepG2/C3A, PLC/PRE&/SK-HEP-1 e que uma alta dose da
substancia, 16,2{g/mL, resulta na inducdo de apoptose em célulasGREEBA (SHIEHet
al., 2004).

Lee (2001b) investigou os mecanismos pelos quaéseanodina e emodina induzem
citotoxicidade em linhagens celulares de carcindempulméo (CH27 e H460) e confirmaram
que a atividade antitumoral da emodina é baseadaoni® celular por apoptose. A exclusao
pelo corante azul de tripan mostrou que a mortelareé significativa na concentracdo de
13,51 ug/mL e considerada tempo e dose-dependente (0 al&2xposicao e 0,27 a 13,51
ug/mL de emodina).

Por fim, emodina apresentou uma das caractedsticacessarias a funcao
antiangiogénica, inibindo a proliferacdo de céludasloteliais da veia de corddo umbilical
humano (HUVECs) (KANESHIR@t al, 2006). Em concentracéo de pg¢mL de emodina,
houve inibicdo de 50% do crescimento celular, o, guetamente com outros estagios
angiogénicos principais, incluindo proliferacdogracao e formacao do tubo, mostraram que

a emodina é capaz de inibir tal atividadeitro e também suprimi-la vivo.
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Figura 7 — Estrutura quimica da emodina.

2.6.2 Lapachoé s-lapachona

Dentre as naftoquinonas naturais destaca-se ohabgue pode ser considerado um

dos principais representantes do grupo das quindas$abebuias(SILVA et al, 2003),
planta usada como diurética, adstringente e tamtmmo remédio popular na prevencao e
tratamento de cancer (FUJIMOTéDal, 1991).

O lapachol (GsH1403) possui a seguinte estrutura quimica:
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Figura 8 - Estrutura quimica do lapachol.

De uma maneira geral, lapachol possui uma extaéstade atividades bioldgicas:
antitumorais, anti-metastatica, antimicrobiana,famgica, antiviral, antiinflamatéria, anti-
parasitica, leishmanicida e moluscicida, segundisde recente de Hussahal.(2007).

A atividade citotoxican vitro do lapachol contra o carcinoma Ehrlich é reporfaata
Esteves-Souzat al. (2007), através do ensaio da viabilidade celWN&rT), inibindo 30% do
crescimento celular a uma concentracdo de 12glmlL. Em mesmo estudo, derivados da
substancia comprovaram ser inibidores de cresconedbse-dependente, de células
leucémicas K562. Em tumor solido Walker 256 (carsarcoma), lapachol mostrou uma
reducdo de 92% no crescimento do tumor quando astraiio oralmente em ratos em dose
diaria de 150 mg/kg (LINARD¢t al, 1975).

O sal de potassio de lapachol € um moluscicidao asivbre massas de ovos de
Biomphalaria glabrata(caramujo que participa do ciclo de vida do p&agansmissor da
esquistossomose), porém, consideravelmente memxas ta Tilapia nilotica, em ensaio
piscicida. Também, lapachol mostrou ser um ativeasecida (concentracdo de@/mL)
sobre Schistosoma mansgni matando 90% das cercarias de ratos infectados
intraperitonealmente (LIMAt al, 2002).

Derivados nitrogenados sintéticos do lapachol déinersuas acdes sobre larvas de
Aedes aegyptiA. salinae células tumorais de mama (linhagem A549) conajorgor
Oliveira et al. (2002). Este trabalho mostrou ser o lapachol s ratvo larvicida dededes
aegyptie sobre larvas d&. salina

Lima et al. (2004) conduziram um estudo para avaliar a atileda vitro do lapachol
e analogos sobre duas espéciesLdshmania L. amazonensi®e L. braziliensis Tais
substancias apresentaramg¢™ariando entre 1,6+0,0 a 7,8+tQ8/mL para a primeira espécie
e 3,4+0,5 a 54,0+9,0g/mL para a segunda. O derivado acetilisolapaclostou ser o mais

ativoin vivoem camundongos suicos infectados com a forma gtaota dd.. amazonensis
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e in vitro sobrel. braziliensise ndo ser prejudicial & célula hospedeira, em exdracao
equivalente a G§ para a especie.

Lapachol mostrou, ainda, um efeito citotéxico digativo como um potencial
herbicida, causando um efeito fitotoxico sobre stesna radicular de plantas yptis
suaveolen$71,43%) em bioensaios em vasos (FERRE#RAI, 2000).

Devido a sua atividade antitumoral, o lapachoh® aandidato ideal a modificagbes
sistematicas para um melhor entendimento da suacéeel estrutura-atividade e,
eventualmente, desenvolvimento de analogos comamatividade biolégica (HUSSAIN
al., 2007).

Estudos conjuntos de lapacholpd¢apachona podem ser encontrados na literatura,
como o de Salagt al. (2008), no qual as duas substancias, em conjunto aguns
derivados, foram avaliadas quanto a inibicdo decareento de formas epimastigotas (formas
replicativas presentes no tubo digestivo do ingetor) deTrypanosoma cruziapresentando
Clwso (concentracdo necesséria para diminuir a constdaeterescimento em 50%) de
7,642,42x10 e 5,1x10+2,42x10° pg/mL, respectivamente. A viabilidade de formas
tripomastigotas (formas encontradas no sangue deiferas e que séo, portanto, alvo de
drogas anti-chagéasicas) foi expressa em porcentagewiabilidade em relacdo ao controle
(100% de tripomastigotas viaveis) e foram: 41,7%textamento com lapachol e 4,8% com
S-lapachona em concentragdes equivalentes as eadastpara Gdo.

O efeito do lapachol em metastase experimental élidas de melanoma murino
B16BL6 no pulm&o de ratos sugere que altas dosesubatancia (80 e 100 mg/kg)
promovem metastase. Porém, baixas doses de lapg@¢hob; 10 e 20 mg/kg) administrado
oralmente inibiram de maneira fraca, mas aindafgigtivamente a metastase, sugerindo um
possivel uso como agente anti-metastasico (MAEDA.,2008).

De acordo com Silvaet al. (2003), em seu trabalho de revisdo, as quinon@® es
distribuidas em varios organismos, o que podenidicar as multiplas fungdes biologicas e a
acdo em diversos ciclos bioquimicos. Algumas quasopossuem atividade antibidtica e
antitumoral ja usadas clinicamente, sendo citadaocexemplo de formas isoméricas que
diferem quanto as propriedades fisicas, quimicdsagao bioldgica, uma outra naftoquinona,
a fp-lapachona, a qual possui atividade pronunciadeeslalgpanosoma cruzicontrariamente
ao seu isdbmero naturalpdapachona.

A p-lapachona é uma orto-naftoquinona obtida do ip&b€buiasp.), nativa da
América Central e do Sul (HUSSAI&L al, 2007). Possui a férmula quimicasB140; e a

seguinte estrutura quimica:
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Figura 9 - Estrutura quimica @gdapachona.

Em seu trabalho de revisédo sobre as atividadeddioals de lapachol glapachona,
Hussairet al. (2007) relatam suas atividades antiangiogénctanfiamatoria e antitumoral.

S-lapachona tem demonstrado atividade antineopl&sgaficativa sobre linhagens
celulares de cancer humano, em concentracdes xea dai 0,24 a 2,4ag/mL (valores de
Clsg) quando utilizada isoladamente (ABREU al, 2007). Tal atividade pode ser atribuida
ao seu carater lipofilico (SCHAFFNER-SABB& al, 1984), um facilitador da passagem
através da membrana celular.

O alto grau de seletividade dalapachona, a qual induz apoptose em células
transformadas, mas nao interfere na proliferacdoétidas normais (linfocitos estudados), é
reportado por Let al. (2003), mostrando néo ser esta um agente antgrailvo geral, uma
propriedade ndo compartilhada por agentes quindipiers convencionais. A-lapachona
induz também apoptose em células MCF-7 (WUERZBERGER, 1998).

O efeito citotoxico dgi-lapachona no crescimento de células de hepatooanei
(linhagens HepG2 e Hep3B) foi determinado atrawesrbaio MTT. Tal estudo identificou
ser gf-lapachona forte inibidora da proliferacao celutkr,maneira dose-dependente e, ainda,
numa concentracado de 0,88/mL, retardataria da motilidade celular nas lirdregestudadas,
demonstrado em experimento de cicatrizacdo de detmn vitro, indicando um potencial
supressor de metastase e divisdo celular (&, 2007).

A forma de atuacaim vitro dag-lapachona no ciclo celular foi evidenciada por Kum
Diaka (2002) através da acado sinergética deu@/®L da substancia com uma concentracéo
de genisteina (isoflavona) variando entre 0 eu@®L em linhagens tumorais de prostata
(PC3 e LNCaP)p-lapachona age nos pontos de checagem G1 e Slda@elalar. Tanto em

tratamento isolado ou combinad@;lapachona inibiu o crescimento e diminuiu a
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sobrevivéncia das linhagens celulares, determipadaensaio MTT apds 48h de incubacédo
com a substancia em atmosfera de 5% de £Q7°C. A porcentagem de células mortas
atingiu seu apice numa concentracéo de Qg/GL.

S-lapachona foi utilizada em frangos infectadosaipéritonealmente com virus do
sarcoma de Rous (31,3 ou 15,6 mg/kg, via oral) strmo-se que houve um prolongamento
significativo do tempo de sobrevivéncia dos animbéen como com a administracao fa
lapachona (125 mg/kg, via oral, por cinco dias g@mana durante quatro semanas) em ratos
Balb/c infectados com virus da leucemia Rauschareianto, uma dose mais elevada de 250
mg/kg via oral causou encurtamento do tempo deesok@ncia e aumento no numero de
células sanguineas leucémicas (SCHAFFNER-SABBAl., 1984).

Rinacantona, uma 1,2-piranonaftoquinona e um deéowle 1,4-furanonaftoquinona
mostraram-se ativas frente a linhagem celular Hetacinoma cervical humano). -
lapachona € uma 1,2-naftoquinona estruturalmefdaeio@ada a rinacantona, o que explicaria
a atividade antitumoral dessas substancias e ssusadbs pelos mesmos mecanismos de
acao (apoptose por inibicdo da DNA topoisomerasH)I(KONGKATHIP et al, 2003).

No estudo de Guptet al. (2002), foi demonstrado, através de ensaio MTTE, ajé+
lapachona (concentracédo 2i14/mL) possui uma atividade antitumoral significati{Cko =
0,97-1,94ug/mL) em linhagens quimiosensiveis a dexametasquamioresistentes e de
pacientes primarios de melanoma mudltiplo. Essee fatividade elege A-lapachona como
controle positivo em ensaios com linhagens caneeaig) (HAYASHIet al, 2004).

A Clso da g-lapachona (controle positivo) em formas epimastigaeTrypanosoma
cruzi e a concentracdo citotdxica que levou a morte% Bas células VERO (linhagem
celular de mamifero) foram estudadas para compararalores com 0s encontrados para
derivados da substancia. Os parasitas e as céias incubados com 0s compostos
variando em concentracdes de 12,11 a 7,3xH0dmL e os valores experimentais encontrados
foram: Ckp igual a 0,22ug/mL para a atividade tripanocida e < OpmL para a atividade
citotdxica celular, corados com cristal violeta FREEIRA et al, 2006).

De acordo com os dados observados durante o &wanto bibliogréafico, os produtos
naturais perfazem uma fonte promissora de novogestos antitumorais, sendo alvo de
diversas pesquisas quanto a outras diversas fomeasatividades biolégicas. Uma

contextualizacdo da atual situacdo destas pesqmaesentada a seguir.
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2.7 Produtos naturais e o cancer na atualidade

Nas ultimas décadas ocorreu um aumento signifitatla expectativa de vida
mundial, principalmente de paises desenvolvidagjeoresulta em um aumento da populacao
idosa. Este fenbmeno, considerado um dos respassa@@ maior ocorréncia de diversos
tipos de cancer, como observado por Jeetahl. (2006), coloca a doengca como a causa
principal das mortes entre mulheres de 40 a 79 @aadade e entre homens de 60 a 79 anos.

Os farmacos existentes para o tratamento do caaicela apresentam efeitos
farmacoldgicos moderados e um alto indice de efeibtaterais, o que € um reflexo do baixo
indice terapéutico observado para esta classe mposhos. Além disso, de acordo com a
Agéncia Reguladora Americana - FDA, para algunsstigle cancer existe apenas uma opgao
terapéutica disponivel, como no caso do céancerindgque é tratado classicamente com
doxorubicina, e de melanoma, tratado com Interfeatfa-2b adjuvante ao tratamento
cirrgico (US Food and Drug Administration, 2008yarretando, em caso de insucesso do
tratamento ou rejeicédo por parte do paciente, néendeste. Assim, a necessidade pela busca
de novos compostos com atividade antineoplasicatee uma necessidade premente.

Em uma reviséo realizada por Newman e Cragg (208afiymada por Brower (2008)
e Gordaliza (2007) foi observado que entre os féosigpara o tratamento do cancer,
aproximadamente 60% séo derivados de produtosamgtaendo que mais de cem compostos
obtidos a partir destes, estdo, atualmente, emosnshnicos e pelo menos cem projetos
similares estdo em desenvolvimento pré-clinico (MER, 2008), mostrando a importancia
desta classe de compostos na busca de outros pataroento de cancer. Neste contexto, o
Brasil apresenta-se como um importante celeiro parsca de novos farmacos, pois se
encontra entre os paises de maior biodiversidadealiadu Porém, este potencial ainda ndo é
totalmente explorado devido ao fato de diversopagude pesquisa que trabalham com
produtos naturais, ndo possuirem infra-estrutura paalizar ensaios citotoxicos classicos
utilizando a avaliagdo em cultura de células. Assinestabelecimento de uma correlagéo
mais clara entre a atividade citotoxica émsalinae o ensaio com células tumoraiara
substancias puras naturais, visa fornecer uma rsaguranca na busca de novos prototipos
para o tratamento do cancer. Por ser o primeircensaio simples, de baixo custo, de facil
implementacdo e com uso de um organismo vivo egansl® de carater complexo, com
técnicas dispendiosas que exigem treinamento panaiseio de equipamentos e execucao de
metodologia detalhada, uma avaliacdo aprofundasta derrelacdo possibilita uma economia
de tempo, material utilizado e quantidade de sab&é&ecessaria. Além disso, torna possivel

a execucao destreeninginicial por diversos grupos de pesquisa brasseias quais se
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encontram distribuidos por todo o territério naeioe exploram diferentes biomas que
compde nossa flora, aumentando consideravelmeptssbilidade de descoberta de novos
farmacos com potentes atividades antineoplasiogerando divisas para o pais através da

exploracao racional da biodiversidade brasileira.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Correlacionar qualitativa e quantitativamente aceotracéo letal necessaria no teste
citotoxico emA. salinae a concentragao inibitoria para o crescimentbnti@gens celulares
tumorais, utilizando dez substancias puras previéeneonhecidas, pertencentes a trés classes

diferentes de produtos naturais.

3.2 Objetivos Especificos

Confirmar o ensaio daA. salina como indicador da existéncia de atividade
antitumoral.

Determinar a Dk de dez substancias em ensaio cdnsalinae a Ci, para duas
linhagens celulares tumorais em ensaio antitunatravés do método da sulforrodamina B.

Determinar a existéncia de uma correlagcdo quakt&t quantitativa entre o bioensaio
deA. salinae o ensaio biologico antitumoral.

Estabelecer a relacdo qualitativa e quantitavBIEg para as larvas de&. salinae a

Clso para o crescimento das duas linhagens de célutawis testadas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Drogas

Duguetina foi obtida através da extragcédo alcataidia casca do caule subterraneo de
Duguetia furfuracegAnnonaceae) conforme metodologia descrita enagthal. (2007).

Boldina, aloina, emodina, quercetina e rutinarfor@dquiridas comercialmente como
padrées Sigma-Aldrich.

Lapachol e g-lapachona foram extraidos da espédiabebuia serratifolia e
gentilmente cedidogelo Laboratorio do professor Dr. Delio Soares &gasDepartamento de
Quimica - ICEX - da Universidade Federal de Minasas - UFMG, sendo glapachona
obtida por sintese a partir do lapachol.

Os dois alcaléideN-nitrosos N-nitrosoanonaina B-nitrosoxilopina) avaliados foram
obtidos segundo metodologia descrita em Casilll. (2006).

4.2 Artemia salina

O ensaio de toxicidade sobreAstemia salinafoi conduzido segundo metodologia
descrita por Siqueira (1999), adaptada quanto atgiaale de ovos dA. salinapara cada
litro de solucéo salina e quanto as concentrag®adas.

A solucdo marinha foi preparada utilizando-se matinho sintético (Marinemix —
Marine Enterprises International Inc.) e agua thedi (38 g de sal/litro de 4gua), sendo esta
dividida em duas partes, uma para a eclosdo dos eva outra para a preparacao das
diluicdes das substancias-teste, com pH variant® &9. Em um litro de solucdo salina
acondicionado em uma cuba de vidm adicionado aproximadamente 80 mg de ovos
comerciais dé\. salina(Maramar), submetidos a um choque de luz com lampadl00 W,
por duas horas. O sistema foi mantido em temperatonbiente por mais 46h, protegido de
poeira e insetos e aerado com uso de aerador dahyegica aquario. O restante da solucéo
salina foi acondicionado em outro recipiente e tamlsubmetido as mesmas condi¢cbes de

iluminacgéo, temperatura e aeracao (Figura 10).
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Figura 10 — Esquema do ensaio de citotoxidad@ esalina

Sulfato de quinidina (controle positivo) - BE 215 pg/mL (MEYERet al, 1982) e
as substancias avaliadas foram solubilizadas em @M% e acrescentada a solucéo salina
aerada de forma a obter as seguintes concentréZs@gig/mL; 125 pg/mL; 62,5 pg/mL e
31,25 pg/mL. Tais concentragcbes foram inferidasgpekperimentos de Siqueira (1999) em
estudo com extratos, Oleo volatil e substanciagspubtidas déuguetia glabriusculae
Unonopsis lindmanii O controle negativdoi feito com solucdo salina e DMSO 1%.
Substéncias com baixa solubilidade foram levaddsmabo-maria e ultrassom.

Para cada diluicdo foram montadas triplicatasdeesm cada frasco transparente de
10 ml adicionadas, com auxilio de uma pipeta Pastiz larvas dé. salinaem sua fase
nauplio e 3 ml da diluicdo a ser testada. Um foedud produzido por lampada de 100 W
(devido ao fototropismo positivo do microcrustaceojundo escuro para contraste foram
utilizados na transferéncia das larvas para o drtesste. Os frascos foram distribuidos
aleatoriamente em uma bandeja e mantidos por 24ieraperatura e iluminagdo ambientes e
protegidos de poeira e insetos.

Apos tal periodo foi realizada a leitura com aoxde lupa, foco de luz e fundo escuro
de contraste, considerando-se mortos aqueles mistdceos que ndo se movimentaram
durante a observacdo e nem com a leve agitacdashof

Todo o experimento foi conduzido no laboratorioF@@macognosia da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul — UFMS.

Os resultados foram analisados através do progRwolaitos para determinacdo da
dose efetiva para matar 50% das larvas, com irtedeaconfianga de 95%.
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4.3 Ensaio antitumoral

O ensaio SRB é adotado pelo National Cancer uUnstipara avaliagbes em larga
escala e descoberta de novas drogas antitumor@is ZN08).

A inibicdo do crescimento celular, um indicador dtotoxicidade, causada pelos
compostos que estdo sendo avaliados quanto aaatévidntineoplasica, foram visualizados
em células Hep(ATCC-CCL-23, de carcinoma de laringe) adquiriagaldstituto Adolpho
Lutz (Séo Paulo, SP), e B16-F10 (ATCC-CRL-6322¢¢élelas de melanoma) doada pelo Dr.
Auro Nomizo, Prof. Dr. da Faculdade de Ciénciasnfeméuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de S&o Paulo. As células foram cultigaem frascos estéreis de 25 ama
presenca de meio de cultura, DMEM (Dulbecco’s MedifEagle’s) para a linhagem Hep
RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Instituteara B16-F10, ambos contendo 10% de soro
fetal bovino, 100 U/mL de penicilina; 0,1 mg/mL @streptomicina e 0,25 pg/mL de
anfotericina (meio completo) e mantidas 2@2m atmosfera Umida com €(5%). Foi
utilizado microscopio invertido da ZEISS (Modeloigxert 25) em aumento de 400x para a

observacao do crescimento das células.

Uma vez que estas células sdo aderentes, € néadagzér a remocao das mesmas
com a solucao de tripsina (0,25% + EDTANM) em tampé&o PBS, pH 7,4. Em seguida,
foram transferidas para tubos conicos de 15 ou E@antendo respectivos meios de cultura
completo, de acordo com a linhagem testada. Apdgiftegacdo a baixa rotacdo, o meio e
tripsina foram desprezados e as células ressusi@ndim pequeno volume de meio
completo. Foi feita a contagem com uma aliquotaatesélulas em uma camara de Neubauer
para que em cada cavidade da placa de 96 pocasdepssitado um volume de 100 pL de
meio contendo 10.000 ou 12.000 células, respectntampara Hepe B16 (100.000/mL ou
120.000/mL).

ApoOs 20h, para permitir a fixacdo das células sdasao meio foi aspirado para a
adicdo dos compostos a serem avaliados. Uma aiqiestes compostos, previamente
dissolvidos em DMSO, foi diluida em meio de culfuda tal forma que a concentracéo final
do solvente (DMSO), ndo excedesse 0,5%. Foranradidis quatro concentracfes de cada
composto (entre 0,25 e 50 pg/mL), sendo cada ctiag@o adicionada em trés cavidades
(triplicata). Para o controle negativo, as célal@sceram na auséncia de qualquer composto e
contendo somente meio de cultura com DMSO 0,5%okleeste utilizado para dissolver os
compostos-teste). Em todos os testes foi utilizado controle positivo, Cisplatina [cis-

diclorodiamino-platinum (I1)] da Sigma.
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Todas as placas foram novamente mantidas na mesuizatora a 37C e CQ 5%,
até o final do periodo de exposi¢do das células@aopostos-teste (48h).

O teste de citotoxicidade adotado baseia-se naag@dlo das proteinas, pelo corante
SRB (Sigma). Este corante possui dois grupos suatiére liga-se as proteinas das células
fixadas na placa, que séo precipitadas pelo adiorbacético (TCA — Sigma). Apds 48h, o
meio foi removido e substituido por 1pQ de TCA 20%. As placas foram incubadas por
meia hora a %, em geladeira e, posteriormente, o TCA foi remow as placas lavadas
cinco vezes com agua corrente. Apos secagem amapasitionou-se 5QL de SRB 0,1%
(diluido em &cido acético 1%) e novamente incubgaas meia hora em temperatura
ambiente. Em seguida, foi feita a remocéo da soldeadSRB, as placas foram lavadas quatro
vezes com acido acético 1%, secas e foi adiciomadaBase 10mM (Sigma). Em seguida,
foram submetidas a uma agitacdo de dez minutosgpdissolucdo das proteinas coradas e a
absorbancia medida a 540 nm em leitor de microplaca

A absorbancia encontrada para o controle negatisrespondeu ao valor de 100% de
sobrevivéncia. Como parametro para a citotoxiciddde utilizado o valor da Gb, que
representa a atividade antineoplasica das subatitestadas. A &le o limite de confianca
de 95% foram determinados em programa PROBITOS NEN 1971), a partir das
diferencas de leituras de absorbancia entre o alentnegativo (sem tratamento) e o
composto-teste (com tratamento). Os resultadosesgps como média, resultam de dois ou
trés experimentos independentes.

Todo o experimento foi conduzido no LaboratérioRielogia Molecular e Cultura
Celular da Universidade Federal de Mato Grossoule- §FMS.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Artemia salina
A dose efetiva para matar 50% das larvasAdesalina destaca quatro, das dez
substéancias testadas, como toxicds aalina(Tabela 1), sendo trés pertencentes a classe das

quinonas e a de melhor atividade a classe do%aleal

Tabela 1 — Dose efetiva ([g§f de dez substancias e dos controles positivos resaice de
toxicidade emA. salinacom intervalo de confiangca de 95% determinado pelo

programa Probitos.

Substancia D (Lg/mL) Intervalo de confianga 95% (ng/mL)
duguetina 20,8 9,80 — 44,09
boldina >250 -
N-nitrosoanonaina >250 -
N-nitrosoxilopina >250 -
rutina >250 -
quercetina >250 -
aloina >250 -
emodina 25,1 17,85 — 35,27
lapachol 137,8 113,07 — 167,97
S-lapachona 72,7 62,42 — 84,67
cisplatina 110,5 87,2 —140,0
sulfato de quinidina 169,8 109,79 — 262,65

"DEsq: Dose efetiva para matar 50% das larvas dgalina(pg/mL)

O ensaio d&. salinaé comumente utilizado para avaliacdo da atividbelextratos
vegetais (cloroférmico, metandlico, dentre outresjubstancias puras, como verificado em
Moreiraet al. (2003). Ja em 1982, Meyet al. procuravam um teste geral que detectasse um
largo espectro de atividades farmacologicas entgdasuperiores e que pudesse ser aplicado
por quimicos de produtos naturais a um preco baibeo,forma simples e que guiasse
screenings fitoquimicos e fracionamento de extratos. Assinomecaram a usar 0O
microcrustaced. salinacomo um instrumento de bioensaio geral em sistamo#dgico e
indicativo de atividades farmacoldgicas especifitato este demonstrado pelos resultados
encontrados nas Tabelas 1 e 2.

Tal ensaio da letalidade do microcrustaceo coatiraiser empregado esoreeningse
€ considerado, hoje, como uma ferramenta util redisédo preliminar da citotoxicidade
(MOJICA E MICOR, 2007). Além do seu uso na detecdao poluicio aquatica e em
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micologia experimental e aplicada, seu uso é ditlmaha avaliacdo de extratos brutos,
isolamento de compostos ativos, testes de toxieidpatal de compostos naturais puros e
fracionamentos sem bioatividade guiada ou usandm arganismo-teste (CEPLEANU,
1993).

Para os testes biol6gicos em ratds,salinae antimicrobiano, as duas substancias
puras avaliadas por Let al. (2001) - praeruptorinas A e B - foram dissolvieas DMSO a
5%, ja que DMSO néo interferiu nas respostas bicdégem testes preliminares. Porém, em
nossos testes optamos pela concentracdo maxim&oddelDMSO para dissolucéo das
substancias, evitando um possivel resultado faisiygo.

Em trabalho de Siqueirat al. (1998) foi observada a validade e confiabilidade d
bioensaio da. saling onde a toxicidade de fracdesdeonopsis lindmanjiacusada por tal
teste, convergiu para aquelas que continham sulistéeconhecidamente ativa sobre células
tumoraisin vitro. O ensaio d@. salinando é especifico como indicativo antitumoral otapa
qualguer acéo fisiologica em particular, mas poée gsado no monitoramento do
fracionamento de extratos, como citado por Meeal. (1982), os quais mostraram que 18
extratos de sementes de 41 espécies de plantaandhaf Euphorbiaceae apresentaram
citotoxicidade sobre as larvas do microcrustaceném, apenas seis espécies foram ativas
sobre linhagem tumoral e, destas, somente duasarast atividade significativa. Portanto,
as substancias com BES 250 pg/mL calculadas em nosso experimento podeincain a
existéncia de outras atividades biologicas.

Dentre as dez substancias testadas, cinco apnesanids, maior que 250 pg/mL:
boldina, N-nitrosoanonainalN-nitrosoxilopina, rutina e aloina. Dentre as tré@bstancias ja
conhecidas e estudadas na literatura, a boldi® tomo antioxidante (SPEISKY;
CASSELS, 1994), é encontrada nas folhas de boklijaisegundo o conhecimento popular
contra males de estdémago, figado e como diuréficauséncia de citotoxicidade em um
sistema biolégico mostra a tolerancia do organismrincipio ativo encontrado nas folhas
da espécie.

Rutina € um flavonoide glicosilado com dois acasam sua estrutura molecular, o
que a torna mais soluvel em agua. Isso leva a ana&teristica de alta hidrofilicidade e uma
fraca incorporacdo nas membranas celulares doshisngas testados (MATSU@t al,
2005). Como possuidor de atividade antioxidante @ @&l, 2000), sendo encontrado em
frutas e verduras, como a maioria dos flavonoidesendo comercializado para o tratamento
de disturbios circulatérios (ZUANAZZI; MONTANHA 200, é esperado que seu efeito

toxico aconteca em concentracdes muito elevadadm@istracdo da substancia.
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Como observado por estudos cientificos e pela nmedopular, plantas do género
Aloe sdo muito exploradas quanto aos seus aspectosdaldgicos, cosméticos e venda
como suplemento alimentar (WAMER al, 2003). Isso faz da auséncia da atividadeAem
saling uma caracteristica desejavel para assegurar usseem doses moderadas em sistemas
biolégicos mais complexos.

N-nitrosoxilopina eN-nitrosoanonaina foram isoladas das partes aém@siguetia
furfuraceapor Carolloet al. (2006) e suas caracteristicas bioldgicas necessltamaiores
estudos para que se possa afirmar se sua ausérati@idade en\. salinaé desejavel para a
aplicacao dessas substancias em outros tiposvitteats.

A auséncia de atividade das cinco substanciasarazitracdes testadas {9 250
png/mL) mostram uma inviabilidade no uso destas ca@gente téxico em determinadas
atividades bioldgicas, como por exemplo, como uptanxial substancia larvicida, ja que sua
eficiéncia fica muito abaixo do controle positiv@orém, tal inatividade sugere uma boa
toleranciain vivo, possibilitando sua exploracdo em outras atividagemostrando uma
seguranca na sua administracdo. Stefaneflal. (2006) encontraram uma auséncia de
citotoxicidade de extratos brutos das folhas, sasda caule e ramos d&ochnatia
polymorphassp.floccosaem éter de petrdleo, diclorometano e etanol frare salina Tal
auséncia €, segundo os autores, um indicador dea glamta pode ser bem tolerada frente ao
sistema biolégico e que a espécie avaliada, usaadicibnalmente contra doencas
respiratorias € uma planta nao toxica.

Quatro substancias apresentaram umaoDlEais baixa que o controle positivo —
sulfato de quinidina (169,8 pug/mL): duguetina, emadf-lapachona e lapachol. Dentre
estas, destaca-se a duguetina, obtida de uma plpita da regido do Cerrado, a espécie
Duguetia furfuracea, portanto, forte candidata a estudos mais detahde suas atividades
bioldgicas. Sua dose efetiva mostrou ser cercatdes@zes menor que o sulfato de quinidina
para matar 50% dos microcrustaceos. Dada a suatémp@ como invasora de pastagens
(SILVA et al, 2007) e interesse de plantas da familia a qual pgrtence (familia
Annonaceae), fonte de acetogeninas e outros alesloisua atividade erA. salina em
concentracdes baixas oferece subsidio a execugdasds bioldgicos mais especificos.

A segunda substancia mais ativa foi emodina, pdssuide atividade larvicida sobre
Aedes spe Culex sp.(YANG et al, 2003) dentre outras ja relatadas na literatiagpata
lapachol e3-lapachona, suas atividades frente ao microcrustéam esperadas, pois ambas

possuem relatos de variadas atividades biologidestire elas a antitumoral (ESTEVES-
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SOUZAet al, 2007; MAEDAet al, 2008; KUMI-DIAKA et al, 2002; ABREUet al, 2007;
KIM et al, 2007).

Como forma de comprovar a correlacdo de atividadembos os testes, a cisplatina
(controle positivo do ensaio antitumoral) foi wilda em ensaio em. salina O resultado
encontrado para a substancia (& 110,5 pg/mL) indicou uma melhor atividade desta d
que o controle positivo tradicionalmente usado téfeao microcrustaceo — sulfato de
quinidina — que apresentou BE 169,8 pg/mL, conforme dados da Tabela 1. Quando
comparada quantitativamente aos resultados daéswlestcomo controle positivo nas duas
linhagens avaliadas no ensaio antitumoral, cig@atiapresentou uma [RE de
aproximadamente dez vezes e meia a setenta e apgs maior em. salinado que sua Gg
em Hep e B16-F10, respectivamente (Tabela 2, p. 55). Taimparacbes afirmam a
existéncia de uma correlacédo qualitativa entreestes, porém nao estabelece um padrao de
correlacdo quantitativa entre ambos, o que dificutha possivel previsdo da dose necessaria
para atividade em linhagens de células tumoraisnparse de doses efetivas encontradas
paraA. salinae vice-versa.

A possibilidade de se prever uma atividade espaciéfe uma determinada substancia
a partir de um bioensaio geral facilita o direcioeato de estudos de prospeccédo de novas
drogas. Portanto, a existéncia de uma correlacéitiygoentre um ensaio simples e de baixos
custos e um segundo, mais complexo, dispendiospex#ico permite uma avaliagdo prévia
daquelas substancias que devem ou ndo seguir agogshais aprofundados, fazendo com
gue 0s que apresentarem uma atividade detectaeppmeiro sejam alvo de um segundo
bioensaio. Além dessa correlagdo qualitativa, atémncia de uma correlagdo quantitativa
levaria a uma economia de material, tempo e umarmaiaticidade na previsdo de
concentracdes efetivas/inibitorias a serem testadas

Em nosso trabalho, para comprovacdo da existérecianth correlacdo qualitativa
entre o teste dA. salinacom um outro ensaio bioldgico, procedeu-se ao wstieumoral
SRB, mais especifico e tido como uma técnica naa € complexa (MEYERt al.,1982).

5.2 Ensaio antitumoral
De acordo com Henrikssoet al. (2006), cisplatina € uma droga quimioterapica
alquilante usada contra varios tipos de cancespeatficamente contra tumores de cabeca e

pescoco. Pode ser usada em combinagcdo com oubgesdyu com a radioterapia para atingir



55

o tratamento curativo, sendo por esses motivodaeleontrole positivo neste ensaio
antitumoral.

As concentragfes inibitorias de cada substanciad®&svariaram de acordo com a
linhagem de células tumorais, ndo sendo possiwehaf que uma maior concentracdo é
necessaria para inibir o crescimento da linhageGmBID ou de Hep levando-se em conta a
diferenca de Gb encontrada para o controle positivo (Tabela 2)Bd (1,4 pg/mL) e Hep
(10,5 pg/mL).

Tabela 2 - Concentracao inibitéria ¢g}lde dez substancias e do controle positivo emalu
humanas neoplasicas, linhagens B16-F10 e elepperiodo de incubacéo de 48h,

e intervalos de confianca.

Substéancia G (ug/mLY

Atividade em B16-F10 Atividade em Hep
duguetina 10,7 (10,2 -11,1) 7,1(6,6-7,7)
boldina >50 >50
N-nitrosoanonaina >50 >50
N-nitrosoxilopina 31,9 (28,7 - 36,2) 36,1 (33,1539
rutina 47,0 (44,6 - 49,6) 38,7 (37,0 - 40,3)
guercetina 6,5 (6,3-6,9) 18,9 (17,4 - 20,6)
aloina 45,6 (36,7 - 56,7) 38,4 (37,1-39,9)
emodina 2,2(1,9-25) 1,7(1,5-1,8)
lapachol 9,5(8,7-10,5) 10,5 (9,6 - 11,5)
[S-lapachona 0,7 (0,65 - 0,75) 0,3 (0,29 - 0,32)
cisplatina 1,4(1,3-1,5) 10,5(9,4-11,7)

Hr’ECISO: Concentracdo que inibe 50% do crescimento cefuigimL)

fS-lapachona possui comprovada atividade antitunftVdlERZBERGERet al, 1998;
GUPTA et al, 2002; ABREUet al, 2007; KIM et al, 2007). Dentre as dez substancias
testadas pode-se atribuir a melhor atividade antital ag-lapachona, mostrando ser esta a
anica com melhor atividade que a cisplatina - diezes superior a ela - em linhagem B16-
F10. Em linhagem Hepquatro substancias mostraram-se tdo ou maiszefague o controle
positivo, destacando-se, mais uma veg-lapachona, com uma £ltrinta e cinco vezes
menor que 0 mesmo.

Duguetina, que apresentou a melhor atividadeesalinadestacou-se, desta vez, em
atividade sobre Hep com uma Gl quase uma vez e meia menor que cisplatina. Sua
atividade foi, ainda, superior a do lapachol, eslat na literatura como citotoxico sobre
carcinoma (ESTEVES-SOUZAet al, 2007), redutor do crescimento de tumor solido
(LINARDI et al, 1975) e possivel agente antimetastasico (MAEDAI, 2008).
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A atividade citotoxican vitro do lapachol sobre o carcinoma Ehrlich é reporfamta
(ESTEVES-SOUZAet al, 2007), através do ensaio da viabilidade celuldiTMinibindo
30% do crescimento celular a uma concentracdo d&li®ymL. Em mesmo estudo,
derivados da substancia comprovaram ser inibiddeesrescimento, dose-dependente, de
células leucémicas K562 e também de carcinomadBhriEm tumor solido Walker 256
(carcinosarcoma), lapachol mostrou uma reducao2ée o crescimento do tumor quando
administrado oralmente em ratos em dose diarid@erig/kg (LINARDI et al, 1975).

Algumas drogas podem alterar a adesao celularsemsno entanto, matar as células
(PAPAZISIS et al 1997). Emodina mostrou que seu efeito inibidoradaséao celular de
linhagens tumorais nado é tipo-dependente (HUAIGlI, 2006), além de ser indutora de
apoptose (LEE, 2001a) e citotéxica (LEEal, 2005) sob condi¢cdes semelhantes as aplicadas
em nosso experimento. Sua concentracao inibit@sentrabalho foi cerca de seis vezes
menor que cisplatina, em linhagem kKep

N-nitrosoanonaina juntamente com boldina apresent&&, maior que 50 pg/mL,
mostrando ser a ultima uma substancia inativa taasolinhagens tumorais por nés testadas
como em células VERO usadas por Boustieal, 1998. Assim, boldina, considerada o
principal alcal6ide das folhas do bold@eimus boldygRuiz et al, 2008) néao oferece riscos
as células sadias em doses terapéuticas e nao atrgslade antitumoral.

Produtos naturais contém uma variedade de subasamgimicas organicas complexas
que podem ter uma atividade sinergistica, intedigiscom multiplas vias, bem como
possuindo atividades que interagem com a sinalizegBular, a via apoptotica e na interacao
das células cancerigenas com o sistema imunoldgmoisso, uma alternativa seria avaliar
substancias naturais e alguns derivados quimicimsagnque poderiam influenciar nessas
vias. Existem poucas pesquisas clinicas que avaiaiso dessas substancias como terapias
adjuvantes no tratamento convencional com drogasogicas e radioterapia (YANCE;
SAGAR, 2006).N-nitrosoanonaina, por ser uma substancia aindaopooichecida, pode ser
citotoxica em outras linhagens tumorais e até masmgotencial adjuvante ou coadjuvante
no tratamento do céancer. Outro fator relevanteeagpudois testes utilizados neste trabalho,
aos quais os compostos foram submetidos, ndo aoersegletectar atividades de pro-
farmacos, o que pode ser o caso das substancibadaga Em tal situacdo, a substancia
perderia seu grupo N@ vivo, tornando-se ativa ou, ainda, liberaria este gmpgaitio de
acao, causando um dano celular.

N-nitrosoxilopina, rutina, quercetina e aloina, asai§ ndo mostraram atividade

superior ao controle positivo em nenhuma das liehagumorais, porém n&o necessitam de
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concentracbes muito elevadas para deteccdo dedaatévi inibitéria, sugerem que
modificacdes estruturais e/ou uma possivel comBmage drogas, como praticado na
quimioterapia para o tratamento de cancer podeer tizstas substancias um alvo de estudos

e potenciais drogas antitumorais.

5.3 Atividade de substancias da classe dos alcalégdem ensaio dé\. salina e ensaio
antitumoral

Alcaldides estdo entre o vasto grupo de metabdlgesundarios de plantas
(STEVIGNY et al, 2005), com grande diversidade estrutural (HENRESt al, 2007) e,
consequentemente, importantes atividades fisichégmobre organismos de varios grupos
biologicos (ROBBER®t al., 1997).

Porém, em nosso trabalho, como mostrado pelossdddoTabela 3, a classe dos
alcal6ides foi a que apresentou maioresJ3ECE, dentre as trés testadas, sugerindo que a
citotoxicidade emA. salinae a atividade antitumoral ndo se encontram dedtelas de
destaque para a classe. Entretanto, é de grandetémpia e interesse o destaque exercido

pela duguetina.

Tabela 3 — Alcaldides e atividades émsaling ap0s 24h de exposicdo, e em linhagens de
células tumorais B16-F10 e Hepm periodo de incubacédo de 48h, respectivos

controles positivos de cada bioensaio e intervddosonfianca.

Substancia Artemia salina B16-F10 Hep:

DEso (Mg/mLY Clso (ug/mL)” Clso (ug/mL)”
duguetina 20,8 (9,80-44,09) 10,7 (10,2-11,1) 7,1(6,6-7,7)
boldina >250 >50 >50
N-nitrosoanonaina >250 >50 >50
N-nitrosoxilopina >250 31,9 (28,7 - 36,2) 36,1 (33,1 - 39,3)
sulfato de quinidina  169,8 (109,79 - 262,65) - -
cisplatina 110,5 (87,2 - 140,0) 1,4(1,3-1,5) 51@,4 -11,7)

"DEsq: Dose efetiva para matar 50% das larvas dgalina(pg/mL)
Clso: Concentragéo que inibe 50% do crescimento ceuigimL)

Duguetina, estruturalmente semelhante a boldiognp pouco estudada e de grande
interesse ao Cerrado devido a sua ocorréncia emepldessa regido, mostrou-se muito ativa
em todos 0s ensaios em relacdo aos outros alcaléidaiados. Sua concentracdo para
inibicdo de 50% do crescimento da linhagem B16-Fb&trou ser aproximadamente duas

vezes menor que a dose efetiva necessaria para 58&tadas larvas do microcrustaceo. Ja
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para linhagem Hepfoi necessario uma quantidade quase trés vezesrmar a DEy para
alcancar o mesmo efeito inibitério que para a ljgma B16-F10. Em experimentos com
extrato alcaloidico obtido de. furfuracea o valor de Dk, foi de 36,9ug/mL (SILVA et al,
2007), podendo tal efeito ser atribuido a preselecauguetina e outros alcaldides agindo
conjuntamente. Tais resultados fazem da duguetmaalvo para comprovagdo de sua
atividade larvicida e inibicdo de crescimento deasilinhagens celulares tumorais.

A boldina € um alcaléide encontrado em folhas ecwodo boldo e possui atividade
antiinflamatoria, efeitos antipiréticos e habilidaaintioxidante (YOUNet al., 2002). Porém,
apresentou fraca atividade citotoxica comrasalinae fraca inibicdo do crescimento das
linhagens B16-F10 e Hegpcaracteristicas importantes para um uso seguwsadaibstancia
como principio ativo presente no cha de boldo.

N-nitrosoanonaina eN-nitrosoxilopina, doisN-nitrosos isolados d®. furfuracea
diferenciam-se por seus substituintes, sendoNjogrosoxilopina possui um grupo metoxil
na posi¢ao nove. Ambos mostraram ser inativos oasentragdes testadas pArasalina N-
nitrosoxilopina apresentou uma sglsemelhante nas duas linhagens tumorais. Porém,
levando-se em conta a maior sensibilidade da leimaB16-F10 ao controle positivo, asgl
encontrada para Hegpmostra uma maior eficiéncia na inibicdo do crescito celular
comparado a G4 da cisplatina para essa linhagem.

Dentre as quatro substancias reunidas no grupaldabkides, trés delas sdo pouco
estudadas quanto as suas potencialidade como f@srdacorigem natural e dentre elas, uma
apresenta um bom potencial para exploracado delaties bioldgicas especificas — duguetina
- partindo-se do principio de que a atividade Amsalina é um indicativo de atividade
antitumoral (SIQUEIRA, 1999; CEPLEANU, 1993; MEYE®& al, 1982), porém n&o
especifica de nenhuma atividade biolégica (MEYERI.et1982).

5.4 Atividade de substancias da classe dos flavodés em ensaio dé\. salina e ensaio
antitumoral

Flavondides sdo amplamente encontrados em frutagetais, despertando interesse
devido a sua comprovada atividade antioxidantetefoma contra males cardiovasculares
(CAO et al., 1997), além de resultados efetivos encontradoditeratura a respeito de
atividade antitumoral (FERRE® al.,2006).
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Concentragbes encontradas para a quercetina colegasomo a melhor dentre os
dois flavondides testados em células tumorais, snds atividades para as linhagensHep

B16-F10 variaram de aproximadamente duas a seés aszda rutina (Tabela 4).

Tabela 4 - Flavondides e atividades Amsaling ap0s 24h de exposicao, e em linhagens de
células tumorais B16-F10 e Heem periodo de incubacéo de 48h, respectivos

controles positivos de cada bioensaio e intervddosonfianca.

Substancia Artemia salina B16-F10 Hep:
DEso (Hg/mL)’ Clso (ug/mL)” Clso (ug/mL)”
rutina >250 47,0 (44,6 - 49,6) 38,7 (3740,3)
guercetina >250 6,5 (6,3-6,9) 18,9 (172D;6)
sulfato de quinidina 169,8 (109,79 - 262,65) - -
cisplatina 110,5 (87,2 - 140,0) 1,4 (1,3-1,5) 51,4 -11,7)

"DEsq: Dose efetiva para matar 50% das larvas dgalina(pg/mL)
Clsg: Concentragéo que inibe 50% do crescimento ceuigimL)

Rutina apresentou uma BEMaior que 250 pg/mL de acordo com dados de
mortalidade das larvas de saling resultado ja esperado, pois tal substancia apasema
DEso maior que 50@ug/mL em teste de toxicidade realizado por Cepléa883). Em mesmo
trabalho, quercetina, sob mesmas condi¢bes de agaabde rutina: escuro, DMSO 1%,
larvas em estagio nauplio e 25°C apresentosy QHal a 126ug/mL (94-170ug/mL), com
intervalo de confianca de 95%. Em nossos estudwénp quercetina apresentou umasPE
elevada enmA. salinae atividade inferior a cisplatina em células tuamarCom isso, ambos
flavondides mostram-se fracamente ativos frentistarsas bioldgicos complexos, podendo,
inclusive, oferecer uma protecdo ao organismo, dideva sua conhecida atividade
antioxidante.

Rutina mostrou-se fracamente ativa sobre as dohagens tumorais testadas, com
Clso igual a 47,0 pg/mL e 38,7 pg/mL para B16-F10 e ;Hepspectivamente. Tais
concentracdes sdo muito superiores as encontrada® gontrole positivo, porém, de acordo
com dados encontrados por Mat&ial. (2005), os quais utilizaram fibroblastos pulmosare
de embrido humano (TIG-1) e células endoteliaisr&la umbilical humana (HUVE) para
teste de citotoxicidade de flavondides em linhageetulares normais. Os autores
encontraram que rutina ndo apresenta toxicidadeumslinhagens, corroborando a auséncia
de atividade frente A. salina A nao toxicidade da rutina € justificada pelo®ees devido a
sua alta hidrofilicidade e, com isso, fraca incoggéo na membrana celular lipidica.

Quercetina apresentou uma altaspE 250 pg/mL, mostrando ser fracamente ativa

ao microcrustaceo. Em contraposicdo, em ensaio a@@aoias tumorais, mostrou uma boa
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atividade inibitéria de crescimento, coms&Ltle 6,5 pg/mL em B16-F10, fazendo desta, a
guarta melhor substancia dentre as testadas nelsagdm. Sua G4 de 18,9 pg/mL em Hep

€ menos de duas vezes aoQ@la cisplatina, podendo ser considerada, ainddham agente
antitumoral, motivo pelo qual a quercetina € usamao controle positivo em ensaios MTT
de viabilidade celular contra carcinoma Ehrlichmc&ly de 13,3 pg/mL, ao lado da
vincristina, alcaldide tradicionalmente usado rataimento de leucemia linfoblastica aguda
(SCHRIPSEMAet al.,2007), em células leucémicas K562 (ESTEVES-SOWZAI, 2007).
Porém, em células normais de fibroblastos pulmandeeembrido humano (TIG-1) e células
endoteliais de veia umbilical humana (HUVE), osoaesg observaram que quercetina exibiu
uma Ckode 91,6 pg/mLem TIG-1 e Gpde 18,4 pg/mLem HUVE avaliadas depois de 24h
de exposicdo as substancias e contagem celulaexotusdo pelo corante azul de tripan.
Assim, apesar de uma maior concentracao ser neieegata matar 50% das células normais,
sua citotoxicidade ndo é exclusiva de linhagensotais. Outros relatos na literatura
procuram fazer uma correlacdo da atividade de fidides em células tumorais e células
normais. Quercetina mostrou propriedades antitui@@tenciais, inibindo a proliferacao de
células da linhagem URM106 (osteosarcoma de ratpjaBcamente ndo causou nenhum
efeito em osteoblastos, medida pelo corante crnsbédta em concentracdo de 30j2@/mL
(FERRERet al, 2006).

Generalidades dessa baixa sensibilidade de célolasais ndo podem ser admitidas
para todos os tipos celulares em relacdo as caacéet necessarias para atividade positiva,
como mostra o trabalho de Tan al. (2003), onde valores de glencontrados através de
ensaio SRB por exposicdo de quercetina por 72h éimlas endoteliais dermais
microvasculares humanas e para células endotdbaveia umbilical humana foram iguais a
8,8 e 7,7ug/mL , respectivamente. Ja linhagens tumorais MKN-d&rfacarcinoma gastrico
humano), A549 (adenocarcinoma de pulm&o), BEL-740arcinoma hepatocelular)
apresentaram 0s seguintes valores dg: GB,8; 12; 14,6ug/mL, respectivamente, 0 que
corrobora a maior sensibilidade de linhagens ddaghormais do que células tumorais.

Como mostram os resultados encontrados por Hakimeddl. (2004) a quercetina é
um flavonol com forte efeito inibitorio, sendo tadsultado obtido de maneira dose-
dependente, com §ligual a 5ug/mL para linhagem HMEC; MCF-7 igual a 18/mL e
MCF-10A sendo a mais tolerante, comsgCigual a 32ug/mL em ensaiosn vitro com
exposicao de 48h a substancia analisada.

Para as quatro linhagens de células de cancelcgaststadas por Yoshidet al

(1990), a CJp variou de 9,7 a 16,6 pg/mpara quercetina aplicada em cultura celular
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continua por quatro dias apds a inoculacdo e samedt adicdo da substancia, avaliada pela
exclusdo pelo corante azul de tripan. Assim, asauanacoes que inibem o crescimento das
diversas linhagens tumorais variam muito conforntp celular testado, tornando-se dificil
prever uma Gb geral.

Fatores como a presencga constante de flavondidesete alimentar e o crescente
interesse em suas propriedades antioxidantes, dmesultados de uma boa atividade
antitumoral em linhagens celulares acrescentariantra® propriedades bioldgicas e
possibilitariam o uso terapéutico dessa classe aepostos na medicina. Devido a
semelhanca estrutural entre as duas moléculanfza®estudadas, o fator diferencial entre a
alta concentracdo necesséria para o efeito posivama e a menor concentracdo para a
outra é a presenca de dois agucares na estrutuimécguda rutina, solubilizando-a na agua e
deixando-a menos disponivel para a interacdo camerabrana celular. Isso se deve ao fato
de farmacos e compostos de origem vegetal ndo sem@nsua maioria, estruturalmente
semelhantes aos metabdlitos celulares, fazendogoensua velocidade de passagem através
das membranas celulares, de natureza lipidica &iq@aQ seja determinada pela sua
lipossolubilidade. Substancias hidrofilicas, comoago da rutina, tém mais dificuldade em
atravessar a barreira imposta pela membrana celdacontrario de substancias lipofilicas,
que sado mais facilmente incorporadas por ela (KORQNAS, 1977).

5.5 Atividade de substancias da classe das quinonas ensaio deA. salina e ensaio
antitumoral

As quinonas podem ser encontradas em Vvarias cldssesgganismos vivos, gerando
uma multiplicidade de funcdes bioldgicas e aginddaitma notavel em seus diversos ciclos
bioquimicos. Estudos farmacolégicos de quinonasleeniam variadas atividades, dentre
elas: tripanossomicidas, viruscidas, inibidorasideemas celulares reparadores e, aquela de
interesse em nosso trabalho, antitumorais (SllevAl, 2003).

Algumas quinonas estao presentes nas plantaslascéhimais, exercendo func¢des na
respiracdo, fotossintese, toxinas defensivas, eocel@mentos essenciais no processo de
acoplamento energético (FERREIRAaL, 2000).

Tabebuia impetiginosgBignoniaceae), popularmente conhecida como “ipécesta
amplamente distribuida pelo Brasil e outros pag#samericanos, usada como diurético,

adstringente e também como remédio caseiro na mg@gee tratamento do cancer
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(FUJIMOTOet al, 1991; SCHAFFNER-SABB/t al.,1984), sendo de plantas desse género
extraido o lapachol, usado em nossos testes.
Resultados apresentados na Tabela 5 evidenciaassealas quinonas como a melhor

dentre as trés avaliadas em nossos experimentos.

Tabela 5 - Quinonas e controles positivos testadoselacdo a atividade e saling apos
24h de exposicao, e em linhagens de células tumBf&-F10 e Hepem periodo

de incubacéo 48h, e seus respectivos intervalosmféanca.

Substancia Artemia salina B16-F10 Hep:
DEso (Mg/mL)’ Clso (ug/mL)” Clso (ug/mL)”
aloina >250 45,6 (36,7 - 56,7) 38,4 (3739;9)
emodina 25,1 (17,85 - 35,27) 2,2 (1,9 - 2,5) 1,3 (11,8)
lapachol 137,8 (113,07 - 167,97) 9,5(8,7-10,5 0,519,6-11,5)
pB-lapachona 72,7 (62,42 - 84,67) 0,7 (0,65-0,75) ,3 (0,29 -0,32)
sulfato de quinidina  169,8 (109,79 - 262,65) - -
cisplatina 110,5 (87,2 - 140,0) 1,4 (1,3-1,5) 51®,4 -11,7)

"DEsq: Dose efetiva para matar 50% das larvas dgalina(microgramas/mL)
Clsg: Concentragéo que inibe 50% do crescimento celolarogramas/mL)

Lapachol apresentou Rfde 137,8 pg/mL, muito superior ao encontrado ene tis
letalidade de Khan e Mlungwana (1999) -spHe 5ug/mL - empregado como pré-ensaio
antitumoral pelos autores. Foi encontrado umg ¢ 9,5 ug/mL para linhagem B16-F10,
muito superior ao valor de &lda cisplatina. Com uma &lde 10,5 pg/mL, lapachol teve
atividade igual ao controle positivo em Hemostrando possuir uma boa acéao inibitoria nessa
linhagem, com uma equivaléncia de atividade ergtiduas substancias.

Outros dados da literatura mostram o uso do lapagbmo controle positivo em
mesmo teste inibitério tumoral, com umasdCile 68,09ug/mL (PIMENTA et al., 2003).
Cepleanu (1993) também testou a substancia quasua aitotoxicidade frente & salinae
encontrou uma Difg igual a 68ug/mL (56-81) — intervalo de confianca de 95%, sob
condi¢des de incubacdo no escuro, DMSO 1%, estégiplio, 25°C, concentracdo menor
que a obtida para a vimblastina, com conhecidadatile citotoxica e antitumoral, com RE
igual a 101ug/mL (119-87). Em ensaio antitumoral com método Mmduve comprovacao
de atividade toxica, antitumoral, com o lapachdbiexlo uma Cjp igual a 2,7ug/mL em
linhagem Coll115 e 1,dg/mL em linhagem SW480, ambas de células de adedentaélon
humano.

Lapachol se mostrou ativo sobre larvaghdglinaapresentando Bb.de 12,75.g9/mL

— metodologia de McLaughlin (1991) - com uma coheg@o mais de dez vezes menor do
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que a encontrada em nossas condi¢cdes de experintantonesmo estudo, Oliveiet al.
(2002), através de ensaio MTT mostrou que o lapapbesui atividade sobre células
tumorais de mama, linhagem A549, sob condi¢cbeshaer@ hipdxicas, com glde 0,783
mM e 1,0 mM, respectivamente.

Ao contrario da DE encontrada para o lapachol, mais baixa que o tsutla
quinidina, portanto, duas substancias ativas, omadsi considerado, por Limet al. (2002),
nao toxico frente &. salina(DEgy = 176,3ug/mL). Porém, lapachol, comparado a cisplatina,
mostrou ser menos ativo em B16-F10. Aléem dissgymne-se que a atividade antitumoral do
lapachol, quando existente, pode ndo ser tipoarellépendente, jA que as concentragdes
inibitérias encontradas foram semelhantes parauas dinhagens celulares, mesmo com
ambas apresentando sensibilidades diferentes manstimle positivo.

S-lapachona € uma orto-naftoquinona, derivada daclagl e amplamente estudada
por sua atividade antitumoral. ApresentousfBais de duas vezes menor que o controle
positivo emA. salina- sulfato de quinidina - um indicativo de uma étimtvidade da
substancia contra as duas linhagens de célulasrdisnacconfirmada por sua relacéo
qualitativa com a G: cerca de cem vezes menor em linhagem B16-F1fca de duzentas e
guarenta vezes em HepApesar da maior resisténcia das células de @anzinde laringe,
mostrado pela G4 de cisplatina em Heperca de sete vezes e meia maior que em B16-F10,
p-lapachona mostrou uma concentracdo inibitoria rbaiga naquela linhagem. Dentre as
quinonas avaliadas, essa foi a de maior destagaeas&o antitumoral.

De acordo com dados de Kumi-Diaka (2002), estudeknunares conp-lapachona
mostram a sua &g variando entre 0,44-0,51 pg/mL para linhagem PGhtee 0,47-0,67
ug/mL para LNCaP, ambas de cancer de prostatarami@hdo sua boa atividade antitumoral
e confirmando &-lapachona como a melhor dentre as substanciasdéssem células de
cancer (Tabela 2, p. 55).

fS-lapachona usada como controle positivo por Hayetsal (2004) em fracionamento
biodirecionado de extrato cloroférmico dantanasp. mostrou a atividade antitumoral da
substancia em linhagens tumorais de nasofarindm&ms mama (Gp igual a 0,19 pg/mL)
0Sso0 e gliobastoma numa concentracao de| dgA®L, em absorbancia de 562 nm em método
SRB.

Wouerzbergeet al. (1998) encontraram umadgigual a 0,6ug/mL pargs-lapachona
em linhagem MCF-7 tratada em concentracdes quawaamn de 0,06 a 2,40g/mL por 4h e
avaliadas conforme habilidade de formacédo de cal@ugerindo o uso da substancia como

agente terapéutico direto ou complementar a radioie contra o cancer mamario. Dados de



64

Hayashiet al. (2004) e Wuerzbergeat al. (1998) mostram que a concentracdo determinante
da letalidade em mesma linhagem de células tumgraike variar de acordo com as
condicOes de experimento, metodologia de contageaiiacdo da mortalidade celular, bem
como a origem das linhagens utilizadas.

Uma possivel explicagdo para a boa atividadep-depachona, seria seu carater
lipofilico (SCHAFFNER-SABBA et al, 1984), o que facilitaria sua interagcdo com a
bicamada lipidica da membrana das células. Ja seamsmo de acédo nas células tumorais e
uma das caracteristicas das naftoquinonas, especitd lapachol g-lapachona, é que ambas
interferem no metabolismo do oxigénio da céluladtah bloqueando a respiracdo celular e
gerando radicais livres oxigenados (HUSSA&INaL, 2007).

Uma outra classe de quinonas avaliadas englobatesjainonas emodina e aloina.
Antraquinonas isoladas d¢emerocallisspp. por Cichewicet al. (2004) mostraram efeitos
antitumoraisin vitro sobre quatro linhagens de células tumorais humanasia (MCF-7),
sistema nervoso central (SF-268), pulmdo (NCI-H46@plon (HCT-116) usando o ensaio
SRB e adriamicina como controle positivo.

Das quatro quinonas avaliadas, emodina, com atleidaibitéria do crescimento de
células tumorais amplamente relatado na literampegesentou o melhor efeito el saling
(DEsp = 25,1 pg/mL), refletindo-se em uma segunda melherdade em B16-F10 e Hegp
com uma GJp quase seis vezes menor que a concentracdo irabitdrcisplatina na segunda
linhagem. A Cdp da emodina para B16-F10 e Hdpi, respectivamente para as linhagens, de
onze a quatorze vezes menor que ggl@Bcontrada parA. saling mostrando existir uma
correlagdo qualitativa entre os ensaios, mas naa oamrelagdo quantitativa segura e
padronizada entre Rge Cko.

Ayo et al. (2007) isolaram emodina das folhas @mssia nigricans usada
tradicionalmente como erva medicinal no tratamelet@lgumas doencas de pele e desordens
gastrointestinais. Foi considerada um componentamahte citotéxico através dos dados
obtidos pelos autores em teste de citotoxicidadérad. salina Nas concentragdes de 1000;
500; 250; 125 e 62,hg/mL, emodina matou 100; 93,3; 86,7; 76,7 e 60%peetivamente,
das larvas do microcrustaceo. Em nossa concentragioalta testada (25@/mL), emodina
matou 100% das larvas de salina Cepleanu (1993) obteve RHgual a 18ug/mL (21-16)
para a substancia testada — intervalo de confidac@% - em teste com o microcrustaceo,
atividade superior a encontrada para a vimblaskna.comparacdo entre a mortalidade do
microcrustaceo com sua atividade frente as du&sdens celulares de adenoma de célon

humano, emodina apresentou uma associagao signdientre ambas, exibindo umas§ie
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2,3 pg/mL para linhagem Col115 e 3,8g/mL para SW480 com o método MTT
(CEPLEANU, 1993), a mesma correlagdo qualitativaitp@ encontrada para 0S NosSsos
testes.

Outros estudos procuram mostrar a reducao da idatkd e a morte celular ao longo
do tempo de exposicdo a droga testada. Lee (2Qfdteyminou o efeito da emodina na
viabilidade celular através da exclusao pelo ceraaul de tripan. Células cancerosas CH27
expostas a varias concentracdes por 72h mostraradearéscimo tempo e dose-dependente
no numero de células, porém, apdés 16h de tratamaniacdo de células viaveis ja havia
decaido para 8% comparado as nao tratadas. Remultzinelhantes foram encontrados
através da viabilidade celular pelo método MTT,ualgndicou que a parada da atividade
metabolica celular é irreversivel apos o tratameuuo 8h. A morte celular induzida pela
substancia foi mais pronunciada na dose de @g/BL. A capacidade de adeséo celular
determinante para 0 sucesso de uma cultura cehulaitro e sua utilizagdo em ensaios
antitumorais, bem como no crescimento da massar&imo organismo. Em mesmo estudo
de Lee (2001b), ap6s 24h de tratamento, houve wieasa fragmentacéo celular e poucas
células permaneceram aderidas. Como prova da rdagtecélulas desprendidas foi feita a
inoculagcdo em meio de cultura fresco, na auséreientbdina, por 24h, resultando em uma
nao fixacdo das células na placa de Petri.

Chaet al (2005) encontraram dados, através do ensaio MTificerporacdo da
timidina [H], que a emodina extraida Beum palmaturpossui um efeito antiproliferativo
em cultura de células, mesmo em baixas doses: @*7pt/mL, mais significante que
genisteina e curcumina, duas substancias fitoqagwiom atividade anticancer.

Lee et al (2005) isolaram da fracdo metileno-clorida Riemex acetosd. quatro
antraquinonas conhecidas e sintetizaram dois d$/gara avaliar e correlacionar suas
estruturas-atividade quanto as acdes antimutagé@nicidotoxica. Dentre as antraquinonas
obtidas, emodina mostrou ser o componente mais,atym uma Gb = 2,9 a 3,6ug/mL
frente as linhagens tumorais de pulmao, ovarioanwha, sistema nervoso central e colon
através do método SRB, em triplicata, dados dg €llperiores aos encontrados para as
linhagens testadas neste trabalho.

Baixas concentrac¢des (0,27-2,7 pg/mL) de emodisalteen em efeito citostatico,
mas nao citotéxico em trés linhagens de cancerul@gm: A549, H460, CH27 em 48h.
Tratamento com 6,jdg/mLde emodina por 72h, lavagem e cultura por 14 diasneio sem

droga mostraram a reducédo na formacéo de colémiasdo comparado com controles ndo
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tratados, através de ensaio clonogénico e col@uesdas com cristal violeta (Sét al,
2005).

Kuo et al (1997) fizeram estudo comparativo de quatro gonironas extraidas de
Polygonum hypoleucur®hwi em seis linhagens de células tumorais avadiguelo corante
azul de tripan. Emodina apresentowoGlariando de 1,5+0,2g/mL para a linhagem de
eritroleucemia a 8,9+1 fig/mL, em linhagem de carcinoma de pulmé&o.

O tratamento de células CL5, adenocarcinoma pudmbamano, com concentracdes
de 1,35 a 5,4 pg/mLde emodina por 12 a 48h mostrou nenhum ou minifeboena
viabilidade celular avaliada pelo método MTT. J&atamento com 13,Gg/mL por 48h ou
na concentracdo maxima do experimentoudinmlL da substancia, por 24 e 48h causou 19,
15 e 46% de diminuicdo na viabilidade celular, ee§pamente. Tais diminuicbes podem
refletir, segundo Wanet al (2001), um efeito citostatico da emodina.

A linhagem celular de hepatoma humano HepG2/C3asamtou Gh mais baixa em
teste de citotoxicidade induzida por emodina: JdgbnL As demais linhagens de hepatoma
humano testadas por Shiehal (2004) foram PLC/PRF/5 e SK-HEP-1, comyd3H 12,6
ng/mLe 14,3ug/mL, respectivamente. O controle positivo utilizado ddb-fluorouracil, o
método de avaliacdo da proliferacdo celular foiTol % as concentragfes de emodina foram
5,4; 10,8 e 16,21 pg/mL, por 48h.

Ja Tan tal. (2006) classificaram emodina, comparada com setisades, como
possuidora de citotoxicidade baixa ou insignifieantom Ci, igual a 14,9ug/mL em
linhagem celular de carcinoma hepatocelular hum&epG2) e maior que 27 pg/mem
linhagem de melanoma de camundongo (B16) e dencanai Lewis, de pulméao (LLC).

Além da inviabilizagdo do crescimento das célutamorte celular é necesséria para
impedir uma volta da atividade de proliferacdo desolada depois de cessada a
administracdo da droga. Zhaegal (1998) mostraram que o efeito inibitério da emadem
células MDA-MB-453 (cancer de mama humano) € réveksTal linhagem celular foi
tratada com 10,8 g/mLda substancia por trés dias e, a fragdo de céliflasis decaiu para
38% comparado com células néo tratadas. ApOs esdie&s, a emodina foi retirada e as
células recomecaram a crescer em uma taxa singilaé@ tratadas por um mesmo periodo.
Células tratadas com emodina por mais cinco diaginesam a inibicdo do crescimento.

Wang et al. (2006), em seu estudo eletroquimico do modo d® ala emodina
mostraram que a substancia pode impedir célulaseoasas de se dividir e produzir mais

células cancerigenas através da inibicdo da regfioddo DNA e simultaneamente exibir
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efeito toxico. Os resultados obtidos pelos autor@igam que a interacdo da substancia com o
DNA acontece por meio de intercalamento na dugiaehé

Uma maior citotoxicidade dose-dependente de devvad emodina em linhagem de
HepG2 sugere que um entendimento da relacdo estatividade e modificacdo de
compostos ativos levariam a uma maior atividadéwemoral da substancia (WANEt al
2007), o que poderia ser aplicado as demais suistaque exibem um minimo efeito
inibitorio do crescimento.

Outra antraquinona amplamente estudada e de graedesse fitoquimico € derivada
de plantas do géneAdoe O potencial antiproliferativo e citotoxico de iala extraida déloe
verafoi testada por Niforovi¢ et al. (2007) em células HeLaS3 (carcinoma uterino humano
e mostrou um pronunciado efeito antiproliferati@s, = 40,6 g/mLe aumentou a apoptose
celular para 24%. Aloina, inativa ou fracamenteaatiente . salinaapresentou a gd mais
alta dentre as quinonas: 45,6 pg/mL e 38,4 pug/nma BA6-F10 e Hep respectivamente.
Caso a G para o controle positivo - cisplatina - seja levath consideracdo, aloina € mais
ativa em Hep porém com uma concentracao cerca de trés vemeganaior que cisplatina.

Em outro estudo relatado na literatura, dentre dudmgens de cancer de mama
humanos, MCF-7 mostrou ser a mais sensivel a alderaonstrado pelos ensaios MTT e
clonogénico, no qual o valor dasgfoi relatada como sendo 60 pg/mL (ESMAT al,
2006), ainda muito alta se comparada a atividadeldmais antraquinonas.

De acordo com Houghtoet al (2007), a maioria das avaliagcdes citotéxicas usam
extratos de plantas sem levar em conta o fato gummponentes que ocorrem naturalmente
podem n&o ser, por si sO, ativos, e sim necessitdeeuma transformacao para substancias
ativas através do sistema metabdlico do corpo,eoegplicaria seu uso tradicional. Isso tem
se mostrado com diversas plantas medicinais, seitalda como exemplo, a droga laxativa
obtida deSenna na qual os glicosideos séo hidrolisados pela fiotestinal para liberar as
agliconas, que sdo compostos que causam alteraggesrmeabilidade a agua na parede do
intestino e aumentam o peristaltismo.

A atividade encontrada para as substancias avali@dam forte indicativo de suas
propriedades biologicas tanitovitro comoin vivo, colocando-as como candidatas potenciais
a estudos mais aprofundados e/ou a modificagOrguasis. A indicacdo de inatividade, bem
como a baixa atividade nao significam, necessangme@ma auséncia total de uso como um
possivel farmaco, mas colocam tais substancias etvoale estudos para descoberta de pro-
farmacos, onde sua acado estaria condicionada ativagao/transformacao dentro do corpo.

Como método simples, rapido e de baixo custo, @ t#aA. salinacumpre seu papel de
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indicacdo de atividade biolégica, podendo seus lteekas positivos para determinada
substancia serem extrapolados para a existénciaoulas atividades (neste estudo
comprovado pela correlacéo qualitativa com a akdantitumoral). Porém, para que exista
e seja segura uma previsao da concentracdo neaessarum ensaio bioldgico para um
determinado efeito inibitorio ou eficaz na morteatipeto-teste — correlacdo quantitativa entre
um ou mais bioensaios - sdo necessarios maiongdosst testes bioldgicos que envolvam as

particularidades de cada sistema bioldgico tesiateracdes e caracteristicas moleculares.
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6 CONCLUSOES

O teste emA. saling um ensaio biolégico mais simples, rapido e dedausto pode
ser considerado como uma pré-avaliacdo para ir@tbcalp substancias com potenciais
atividades bioldgicas especificas.

Para as substancias de origem vegetal pertencarddsrentes classes de produtos
naturais avaliadas neste trabalho, o bioensaicAdaalina e o bioensaio antitumoral
mostraram correlacionar-se positivamente. Tal tagé®, proposta por varios autores, foi
confirmada através da atividade positiva de quatibstancias f-lapachona, emodina,
duguetina e lapachol - testadas &gnsaling sendo que as mesmas foram as que apresentaram
as mais baixas g dentre as substancias testadas nas duas linhdger&ulas tumorais.
Podem, portanto, serem consideradas indicativastidadade antitumoral. Além destas,
boldina eN-nitrosoanonaina mostraram-se inativas nos doiengi@os, acompanhadas de
rutina e aloina que foram inativas frente ao miarstaceo e fracamente ativas como
inibidoras do crescimento das duas linhagens cekilédumorais, quando comparadas a
cisplatina. A auséncia e/ou baixa atividade dassténibias em ambos o0s bioensaios,
corrobora, portanto, a correlagao entre eles.

Porém, a determinacdo da correlacdo quantitativggogta neste trabalho, ndo pode
ser estabelecida para as substancias testadagspaiferentes linhagens de células tumorais
apresentaram sensibilidades diferentes frente arade positivo, mostrando que cada
linhagem celular se comporta de maneira distirgatér as substancias-teste. Além disso, as
DEso para as substancias com atividade positiva naaraegum padrao de correlagdo com
suas respectivas £l As doses necessarias para a atividade biologima seguem a
correlacdo quantitativa proposta pela literatucagm cisplatina, testada nos dois bioensaios,
foi a Unica com resultado proximo a essa correlagdm uma DEyigual a aproximadamente
dez vezes e meia adg(para Hep). Quando avaliadas isoladamente, as classes datpso
naturais comportaram-se de maneira distinta umasodéras, porém de acordo com 0
esperado, baseado em atividades biolégicas pasibwaregativas ja relatadas na literatura e
Nos seus usos populares descritos.

Apesar de ser uma das mais numerosas neste tralzalbtasse dos alcalbides
apresentou as atividades mais fracasfensalinae linhagens celulares tumorais, exceto a

duguetina, a mais citotoxica frentédasalina
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A quercetina, pertencente a classe dos flavonéajessar de ter se mostrado inativa
em A. saling mostrou boa atividade inibitéria do cresciments dinhagens de células
tumorais, confirmando seu papel como controle posite ensaios bioldgicos descritos.

A classe das quinonas, com amplos relatos natliteraa respeito de atividades
positivas em bioensaios, foi a que apresentou swuistancias ativas frentefa salinae
sobre as duas linhagens celulares tumorais. Constaqiess,f-lapachona e emodina,
substancias com as menorego@mais forte inibidora que a cisplatina) e a segungklhor
citotoxicidade enA. saling respectivamente.

Portanto, a atividade citotoxica positiva encordrad vitro em teste emA. salina
funciona como uma pré-avaliacdo de substancias potenciais farmacologicos a serem
avaliados por outros bioensaios especificos. Al&sod tais produtos naturais e outros que
porventura revelem baixa citotoxicidade podem sliasiestudos de modificacdo estrutural

e/ou serem, ainda, pro-farmacos.
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